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RESUMEN 
 
La enfermedad de Chagas es una enfermedad desatendida causada por el 
protozoo Trypanosoma cruzi (T.cruzi), constituye un importante problema de salud 
pública en América Latina y una amenaza emergente a nivel mundial. El 
diagnóstico directo está basado en la observación microscópica del parasito, pero 
tiene baja sensibilidad en la fase crónica; las técnicas moleculares incrementan la 
sensibilidad, pero aún es limitado. El uso novedoso de   micro y/o 
nanoplataformas podrían incrementar su sensibilidad.  
El presente estudio tuvo como objetivo desarrollar  micropartículas modificadas de 
quitosano con capacidad de adsorción de ácido desoxirribonucleico (ADN) para 
diagnóstico molecular de la enfermedad de Chagas. 
Se sintetizaron y caracterizaron diferentes micropartículas de quitosano, se 
optimizó la condiciones de adsorción de ADN in vitro evaluando parámetros (tipo, 
pH del medio, concentración, tiempo y el método de desorción). Se determino, el 
límite de detección de ADN plasmídico y ADN de T.cruzi. Se evaluó la sensibilidad 
y especificidad en la detección de ADN del kinetoplasto (ADNk) - 71P y ADN 
satélite (ADNsat) - C3 en muestras de orina obtenidas a los 14 y 45 días post-
infección (dpi) en animales experimentalmente.  
Los resultados mostraron que las micropartículas de quitosano entrecruzadas 
(QE) tienen mayor capacidad de adsorción de ADN. Se establecieron los 
siguientes parámetros óptimos: concentración de entrecruzante al 1%, el pH del 
medio a 6.9, tiempo de 60 minutos y el método de desorción EDTA-SDS. El límite 
de detección del ADN plasmídico fue de 101 copias/mL y del ADN de T. cruzi de 
10-1 parásitos/mL. La sensibilidad fue mayor en la detección del ADNk con 71 % , 
con la región del ADNsat alcanzó 25%. La sensibilidad a los 14 dpi fue de 42 % 
en la detección de la región del ADNsat y 78% con la región del ADNk; a los 45 
dpi fue de 7 %y 64% con la región de satélite del ADNsat y región del ADNk 
respectivamente. Se demostró la alta especificidad (100%) para ambas regiones. 
El método desarrollado es innovador, las micropartículas de QE tienen la 
capacidad de aislar y  concentrar el ADN de T.cruzi en muestras de orina y podría 
usarse como biomarcador para el diagnóstico no invasivo de Chagas.  
Palabras clave: Adsorción y desorción, biomarcador molecular enfermedad de 
Chagas, Trypanosoma cruzi, diagnóstico molecular, quitosano. 
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ABSTRACT 
 
Chagas disease is a neglected tropical infection caused by the protozoan 
Trypanosoma cruzi (T.cruzi), is a major public health problem in Latin America and 
an  emerging threat in worldwide. Direct diagnosis is mainly based on the 
microscopic observation of the parasite but has low sensitivity mainly during the 
chronic phase; molecular techniques increase the sensitivity, but still limited. The 
novel use of micro and/or nanoplatforms can be used to increase the sensitivity. 
The objective of the study was to develop different modified chitosan 
microparticles with capacity of adsorption of deoxyribonucleic acid (DNA) for the 
molecular diagnosis of Chagas disease.  
Different microparticles of chitosan were synthesized and characterized, the  DNA 
adsorption procedure was optimized  evaluating parameters (type, pH of the 
medium, concentration, time and the desorption method)  The limit of detection of 
plasmid DNA and T. cruzi DNA was determined. The sensitivity and specificity in 
the detection of kinetoplast DNA (kDNA) and satellite DNA (satDNA) was 
determined in urine samples of experimentally infected animals obtained at 14 and 
45 days post-infection (dpi).  
The results showed the glutaraldehyde crosslinked chitosan microparticles has the 
highest DNA adsorption. Using these microparticles the best conditions were 
obtained with: 1% glutaraldehyde, pH at 6.9, contact time of 60 minutes and 
EDTA-SDS as a desorption buffer. The detection limit of plasmid DNA was 101 
copies/mL and T.cruzi DNA was 10-1 parasites/mL. Higher sensitivity was obtained 
with kDNA (71%) compared to satDNA (25%). The sensitivity in urine samples of 
infected animals at 14 dpi  was 42% using ADNsat target and 78% with kDNA 
target; at 45 dpi with ADNsat target was 7% and with the ADNk target was 64%. 
High specificity (100%) was obtained for both targets in non-infected animals . 
From this study we conclude: 1) The method is innovative. 2) Chitosan 
microparticles could be used to capture and concentrate T.cruzi DNA in urine (Tr-
DNA) 3.The detection of Tr-DNA could be used for diagnosis of Chagas disease. 
 
Keywords: Adsorption and desorption of DNA, Chagas disease, molecular 
biomarker, Trypanosoma cruzi, molecular diagnosis, chitosan, microparticles 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
La tripanosomiasis americana es considerada dentro del grupo de enfermedades 
tropicales desatendidas (NTD) es causada por Trypanosoma cruzi (T. cruzi), 
capaz de infectar una amplia gama de hospederos mamíferos que incluyen 
animales silvestres y domésticos, así como humanos (WHO, 2015; Orozco  et al., 
2013; Rocha et al., 2013). Esta enfermedad fue descubierta hace más de 100 
años, sin embargo todavía se estima que existen entre 6 y 7 millones de personas 
infectadas en el mundo, 50 000 nuevos casos anuales y aproximadamente 70 
millones de personas están en riesgo de contraer la enfermedad (Gomes et al., 
2004; WHO, 2015). Es uno de los principales problemas de salud pública, 
endémica de América Latina, pero en los últimos años se ha observado el 
incremento de pacientes chagásicos en regiones y/o países considerados como 
no endémicos, sin presencia del vector, como USA, Europa y Asia debido a la 
migración de casos incrementando así el riesgo de infección a través de la  
transmisión congénita,  donación de sangre y órganos (Traina et al., 2016; 
Wendling et al., 2011).  
 
Las medidas de control se basan en la interrupción de las principales  vías de 
transmisión (Moncayo, 1992), no obstante, los métodos  de diagnóstico y el 
tratamiento de la enfermedad presenta dificultades asociadas a la baja 
sensibilidad y/o especificidad de los métodos actuales, limitando así su utilidad  y 
la monitorización de la eficacia de los fármacos (Gomes et al., 2009). Además de 
ello, la toma de muestras sanguíneas en infantes ha dificultado la aceptación por 
parte de los padres para su adecuada monitorización, esto a su vez puede 
generar un riesgo biológico ya que podrían estar infectados y se convertirían en 
reservorios, hecho importante para la bioseguridad. 
 
Los métodos moleculares son basados en la amplificación de secuencias elegidas 
como diana, dependen inicialmente de la purificación de ADN, los sistemas 
actuales disponibles incluyen los de matriz solida cuyos materiales de base son 
sílice y derivados (Grussu, 2012).  
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La presencia de ADN desde la muestra de orina ha sido reportada con éxito en el 
diagnóstico de agentes de parasitosis, ya que fragmentos cortos provenientes de  
la circulación pueden pasar la barrera renal (Su et al., 2004a, Su et al., 2004b; Su 
et al., 2008), pero la desventaja  radica en la baja cantidad de material genético 
contenida en ella, esto debido a efectos de dilución, por lo tanto, no son 
detectables por métodos convencionales. 
 
La nanobiotecnologia es un área emergente que incluye aplicaciones en el  
diagnóstico biomédico (Jain et al., 2015). Existe diferentes fuentes de micro y 
nanomateriales, recientemente por sus propiedades los biopolímeros han 
empezado a ser estudiados, siendo el quitosano uno de ellos, como resultado de 
la desacetilación  parcial de quitina natural producida a partir de los exoesqueletos 
de crustáceos o las paredes celulares de los hongos (Bruck et al., 2011; Knezevic 
–Jugovic et al., 2011). El peso molecular, el grado de desacetilación y la 
distribución de los grupos químicos influyen fuertemente en las propiedades 
fisicoquímicas y biológicas del quitosano afectando directamente su utilidad (Arca 
et al., 2009).  
 
El quitosano debido a su carga catiónica proporcionada por sus grupos químicos, 
especialmente el amino puede tener la capacidad de formar complejos (micro/ 
nanométricos) con ácidos nucleicos cargados negativamente por los grupos 
fosfato a través de diversas interacciones, generando mejoras en su rendimiento, 
adicionalmente, las modificaciones químicas del quitosano podrían incrementar su 
eficiencia. 
 
En los últimos años se está desarrollando herramientas de diagnóstico más 
prácticas, convenientes y precisas usando muestras no invasivas,  el presente 
estudio tiene como objetivo sintetizar micropartículas modificadas en base a 
quitosano con capacidad para la captura y detección de ADN de T. cruzi por PCR 
cuantitativo en tiempo real, como método innovador para su aplicación en el 
diagnóstico de la Enfermedad de Chagas a partir de muestras no invasivas como 
la orina. 
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II. ANTECEDENTES 
 
2.1. Enfermedad de Chagas  
 
La enfermedad de Chagas es causada por el protozoo parásito hemoflagelado 
Trypanosoma cruzi, afecta principalmente a 21 países de América, donde 7 a 8 
millones de personas actualmente se encuentran infectadas, 25 millones en 
riesgo de ser infectadas y con 10 mil muertes anuales, convirtiéndose en un 
problema de salud pública debido a la creciente migración de países y regiones 
endémicas a otras no endémicas como USA y Europa (Figura 1) (Ramírez et al., 
2015). 
 
En el Perú, se ha logrado grandes avances a partir de los programas  de control 
vectorial realizado por el MINSA (Náquira, 2014), no obstante, se han reportado 
casos en los últimos 6 años en las ciudades de Amazonas, Cajamarca, San 
Martin, Junín, Ucayali, Huánuco, Ica, Moquegua, Tacna, y Arequipa, siendo esta 
última  quien reporta el mayor número de casos (CDC-Perú, 2018) (Anexo 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Fuente: Imagen recuperada de https://www.dndi.org/diseases-projects/chagas) 
 
Figura 1. Epidemiologia de Chagas. 
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Los principales  mecanismos de transmisión son: vectorial, donde el parásito es 
transmitido por el triatomino vector;  congénita, donde la transmisión es de madre 
a hijo; oral a través de la ingestión de comida o bebida contaminada y  iatrogénica 
por transfusión de sangre contaminada o trasplante  de órganos infectados 
(Chatelain, 2017). 
 
Esta enfermedad se caracteriza por dos fases: fase aguda, se realiza el 
diagnóstico clínico solo en el 5 % de los casos, el 95% restante presenta 
sintomatología inespecífica, los métodos directos son las principales herramientas 
de diagnóstico, sin embargo, presentan limitaciones. Después de esta fase aguda 
inicial si no se trata, los pacientes inician una fase crónica que dura varias 
décadas o persiste indefinidamente, esta fase se caracteriza por la ausencia de 
signos o síntomas y parasitemia muy baja (Ramos, 2005; Chatelain, 2017),  
donde los linfocitos T constantemente  están evadiendo al parásito y cuando el 
sistema inmune esta inmunodeprimido se produce la reactivación de T. cruzi 
(Tarleton, 2015), el diagnóstico usualmente es por métodos  indirectos basados 
en técnicas serológicas (IFI,HAI, ELISA), sin embargo, teniendo en cuenta la baja 
sensibilidad en neonatos con baja parasitemia y  en pacientes co-infectados por 
VIH,  además la posibilidad de reacción cruzada con anticuerpos de otros 
parásitos del mismo grupo como Leishmania sp. o Trypanosoma rangeli (Brasil et 
al., 2010) ha limitado su utilidad.  
 
La OMS recomienda para el diagnóstico el uso de dos pruebas basadas en 
diferentes principios y en caso de discordancia una tercera para la confirmación 
de infección (WHO, 2010). Por ello,  actualmente se está aplicando métodos 
moleculares y además se recomienda su uso para el diagnóstico de la 
enfermedad Chagas congénito en recién nacidos, control de pacientes con 
trasplantes de órganos, pacientes inmunosuprimidos - SIDA, pacientes con 
transmisión oral, y además como biomarcador post- tratamiento (Schijman et al., 
2011). 
 
A pesar de las diferentes iniciativas promovidas, la enfermedad de Chagas aún es 
considerada una amenaza permanente, el nuevo reto es proteger los logros, 
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identificar y atender a los infectados asintomáticos e interrumpir la transmisión 
congénita (PAHO, 2018) . 
 
2.2. Chagas congénito 
 
Se calcula que en áreas endémicas existe alrededor de 2 millones de mujeres en 
edad reproductiva que viven infectadas con T. cruzi y se estima que de ellas,  
cerca  del 4 y el 8% transmitirán la infección al feto mediante la vía 
transplancentaria, como consecuencia, existe la probabilidad de unos 15 000 
niños infectados al nacer con Chagas congénito (Carlier & Torrico, 2003). 
Además, en áreas donde se ha logrado el control integrado del insecto vector, la 
transmisión congénita  es la principal ruta de transmisión epidemiológica, se 
estima un 22% de nuevos casos en Latinoamérica (Carlier  et al., 2015; 
Messenger & Bern, 2018). 
 
El primer caso reportado fue en 1949, se observó tripomastigotes circulantes en 
sangre del recién nacido. A partir de este caso se vienen reportando muchas 
referencias bibliográficas en relación a transmisión congénita (Bern et al., 2009; 
Traviezo, 2013; Messenger & Bern, 2018). 
 
No obstante, la baja sensibilidad de las técnicas directas para el diagnóstico de 
Chagas congénito es el principal reto para los programas de control (PAHO, 
2018), por ello, es importante la continua implementación de los programas de 
control de transmisión vertical, diagnóstico, tratamiento y seguimiento adecuado 
para las personas infectadas (Roca et al., 2015). Los programas actuales de 
detección emplean microscopía de muestras de sangre al nacer y al mes de 
nacimiento, posteriormente son seguidos por pruebas serológicas entre los 6 – 12 
meses de edad, esta metodología ha sido reportada en la investigación de Bern et 
al., (2009) demostrando  la baja sensibilidad (<50% en una sola muestra), la 
serología en la infancia tardía tiene sensibilidad, pero las tasas de seguimiento y/o 
monitoreo son menores al 20%, por lo tanto, el 80% de los niños en riesgo no 
culminan el programa de seguimiento y/o monitoreo, por ello se recomienda 
técnicas  moleculares para mejorar la detección temprana (Bern et al., 2009; 
Castro-Sesquen et al., 2014). 
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El oportuno tratamiento en mujeres antes del embarazo tiene una probabilidad 
menor de transmitir la enfermedad de Chagas a sus bebes, sin embargo, aún se 
requiere que la comunidad científica desarrolle una prueba de alta sensibilidad 
que permita el diagnóstico inmediato al nacer  y/o antes que el bebe y la madre se 
retiren del centro de salud, de modo tal, iniciar el tratamiento oportuno, el cual es 
altamente eficaz en la fase aguda de la enfermedad (Messenger & Bern, 2018). 
 
2.3. ADN libre circulante: perspectivas como biomarcador en el 
diagnóstico molecular  
 
En recientes años, se están desarrollando herramientas más prácticas para la 
detección de biomarcadores desde muestras sanguíneas y otros fluidos 
corporales (Weekeroon et al., 2016). 
 
Uno de los más ampliamente estudiados es  la detección de ADN  libre circulante 
(cfDNA), el cual comprende fragmentos de ADN encontrados extracelularmente, 
libremente y principalmente en la circulación, la longitud de los fragmentos puede 
estar entre menos de 500 hasta 21 mil pares de bases (pb), también se puede 
detectar en saliva, heces, esputo, líquido cefalorraquídeo (CSF), liquido 
peritoneal, liquido sinovial, linfa, líquido amniótico y la orina, sin embargo la 
mayoría de investigaciones se han centrado en su detección a partir de muestras 
invasivas como el plasma y suero sanguíneo, sin embargo se requiere muestras 
no invasivas, actualmente se está explorando cfDNA desde líquidos fácilmente 
accesibles que pueden obtenerse mediante métodos no invasivos, como la orina. 
(Weekeroon et al., 2016; Martínez – Esquerro et al., 2007). 
 
La existencia del cfDNA se evidenció por primera vez en 1948, sin embargo hasta 
1960 tuvo repercusión de importancia en procesos patológicos, varios estudios se 
enfocaron la detección de cfDNA en plasma y suero sanguíneo en pacientes con 
diferentes enfermedades (Figura 2). Ej: la comparación de niveles de cfDNA de 
personas enfermas con cáncer con personas sanas. Los mecanismos planteados 
son: a) la muerte celular b) lisis (destrucción) de células cancerosas, c) la 
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liberación activa y espontanea de ADN (Martínez – Esquero et al., 2008; 
Siravegna & Bardelli, 2014). 
 
La cantidad de cfDNA también está influenciada por  diversos factores, los ácidos 
nucleicos se eliminan de la sangre por el hígado y los riñones y tienen una vida 
media variable en la circulación, que varía entre 15 min y varias horas. 
Numerosos estudios muestran que prácticamente todas las células vivas liberan 
activamente fragmentos de ADN (Siravegna & Bardelli, 2014). 
(Fuente: Siravegna & Bardelli, 2014) 
 
Figura 2. Cronología de los descubrimientos sobre los ácidos nucleicos circulantes 
(cfDNA). 
 
2.4. ADN transrenal y su aplicación en el diagnóstico  
 
La presencia de ácidos nucleicos libre (cfDNA) circulante excretado en orina es 
denominado como ADN transrenal  (Tr-ADN) y está siendo estudiada en los 
últimos años, al ser una muestra menos infecciosa, no-invasiva y accesible en 
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grandes volúmenes en comparación a otros fluidos biológicos, demostrando que 
pueden  utilizarse como fuente de  material genético para la aplicación de pruebas 
moleculares (Umansky & Tomei, 2006). 
 
Los fragmentos de ADN libre circulante en orina procede de dos diferentes 
fuentes: fragmentos de ADN de alto peso molecular derivados del 
desprendimiento de células del propio tracto urinario y fragmentos de bajo peso 
molecular capaz de atravesar la barrera renal por procesos de apoptosis asociado 
con la ruptura o disociación internucleosomal de la cromatina  por nucleasas y 
como consecuencia, el ADN nuclear se degrada, produciendo nucleosomas, 
oligómeros y fragmentos de 150 a 250 pb (Su et al., 2004a; Su et al., 2004b; 
Umansky & Tomei, 2006). 
 
El contenido total del ADN circulante es afectado por la acción de las nucleasas 
presentes en el organismo, por ello se estima que 0.5 - 2% de la ADN circulante 
total cruza la barrera renal, lo que finalmente es considerado Tr–ADN 
(Lichtenstein et al., 2001). 
 
El Tr-ADN ha sido empleado para el diagnóstico prenatal desde muestras de orina 
materna, mediante la detección de secuencias del cromosoma Y, esto ha sido útil 
en enfermedades como hemofilia, síndrome de X frágil, incompatibilidad del grupo 
Rh (Illanes et al., 2006; Botezatu et al., 2000).  
 
Estudios indican que el Tr-ADN puede ser usado como herramienta 
complementaria para indicar el estado de los pacientes con transplante renal para 
evaluar el éxito del procedimiento o el rechazo del mismo, los resultados han 
demostrado  que la presencia de ADN del donante  en orina del paciente, está 
asociado  al rechazo agudo renal, en pacientes con disfunción renal inducida por 
fármacos el ADN donante es negativo, en casos  de infecciones urinarias  valores 
de Tr-ADN se incrementa (Wagner, 2012). 
 
Mutaciones específicas asociadas al cáncer fueron detectadas en orina, 
sugiriendo al Tr-ADN para detectar alteraciones específicas, especialmente en 
tumores renales y del tracto urinario, especialmente cáncer de vejiga. La 
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detección del gen k-Ras en orina mostró alta correlación con tejido tumoral en 
comparación al plasma y/o suero, sugiriendo una buena sensibilidad de la prueba 
con 95% de la incidencia de mutaciones en muestras de orina, otros estudios 
demostraron que el Tr-ADN podría ser un biomarcador potencial, confirmando la 
integridad del ADN con sensibilidad y especificidad por valores sobre el 70%, se 
logró detectar otros 3 oncogenes (c-MYC, BCAS1, HER2), actualmente nuevas 
plataformas de diagnóstico para diferentes tipos de cáncer en la detección de 
cambios genéticos y epigenéticos en una muestra de tejido tumoral después de 
una intervención quirúrgica podrían permitir una detección precoz de la recaída 
usando el Tr-DNA como fuente de material genético (Umansky & Tomei, 2006; 
Wagner, 2012; Salvi et al., 2016). 
 
Algunos estudios han reportado la detección de ADN proviral desde Tr- ADN en 
pacientes de HIV/AIDS y se logró la caracterización de RNA y DNA de HIV1 en 
orina, sugiriendo que la liberación del virus en orina es independiente a la carga 
viral en sangre (Umansky & Tomei, 2006). 
 
En el diagnóstico molecular de agentes de enfermedades infecciosas ha sido 
también reportado el uso de ADN desde muestras no invasivas como la orina, 
logrando identificar agentes infecciosos como Plasmodium falciparum, 
Plasmodium vivax , Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania viannia, 
Leishmania infantum, Toxoplasma gondii, Wuchereria bancrofti, Schistosoma 
mansoni, Schistosoma haematobium, Schitosoma japonicum y Entamoeba 
histolytica (Weerakoon & McManus, 2016), alguna de ellas han evaluado el nivel 
de infección y/o parasitemia entre muestras invasivas y  no invasivas, 
encontrando gran correlación entre ellas y sugiriendo una posible herramienta de 
diagnóstico temprano de enfermedad (Umansky & Tomei, 2006). 
 
Sin embargo, su aplicación es aún limitada debido a la baja cantidad de ADN, 
algunos factores involucrados son: el método de aislamiento de ácidos nucleicos, 
la elección del tamaño del amplicón de la reacción de PCR, el volumen de orina 
utilizado para el análisis y factores de  inhibición del PCR  (Umansky & Tomei, 
2006; Melkonyan et al., 2008). 
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2.5. Nanobiotecnología 
La biotecnología y la nanotecnología son dos de las tecnologías más 
prometedoras del siglo XXI. De la asociación de la biotecnoloǵa y nanotecnología 
surge la Nanobiotecnología, por un lado la Nanotecnoloǵa se refiere al diseño, 
desarrollo y aplicación de materiales y/o dispositivos a escala nanométrica, un 
objeto “nano” es aquel comprendido entre 1 y 100 nanómetros, sin embargo 
desde el punto de vista productivo y de su utilización, la escala se puede extender 
hasta el milímetro. Por otro lado, la Biotecnologia se refiere a la aplicación 
tecnológica que utiliza sistemas biológicos incluidos microorganismos (Lechuga, 
2010; Fakruddin et al., 2012). 
 
La definición de Nanobiotecnoloǵa se focaliza en dos áreas de actuación: 
 
• Aplicación de herramientas, componentes y procesos de la Nanotecnoloǵa 
a los sistemas de diagnóstico y tratamientos terapéuticos con mayor 
eficiencia a los sistemas convencionales actuales, denominada como 
Nanomedicina (Lechuga, 2010). 
 
• Uso de sistemas biológicos como moldes para el desarrollo de nuevos 
productos de escala nanométrica principalmente nanodispositivos 
electrónicos (Lechuga, 2010). 
 
2.5.1. Nanomedicina 
 
Actualmente se está estudiando la aplicación en el diagnóstico, prevención 
y el tratamiento de enfermedades. 
 
Mediante la manipulación de propiedades físico-químicas e interacción con 
biología molecular, se están diseñando plataformas para terapia génica 
para el transporte de fármacos y/o ácidos nucleicos (Figura 3) (Rojas-
Aguirre et al., 2016). 
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En lo que se refiere al diagnóstico, la investigación en la detección de 
ácidos nucleicos usando micro y/o nanopartículas ha sido estudiado en un 
inicio usando micropartículas comerciales de oro con resultados muy 
prometedores (Xun et al., 2009), después las nanopartículas magnéticas 
fueron capaces de mejorar la estabilidad, adsorción y protección frente a 
nucleasas del genoma de VIH, (Grussu, 2012), más tarde, se logró crear 
sondas ADN-magneto como método novedoso para la detección rápida y 
especifica de patógenos en muestras clínicas (Chung et al.,  2013).  
 
En la actualidad, los polímeros naturales son utilizados como biomateriales 
como parte de los productos de nanotecnología verde para contribuir a 
tener un planeta sostenible, uno de ellos es el quitosano cuya fuente 
principal son los residuos del exoesqueleto de crustáceos. Los primeros 
estudios lograron evaluar los efectos del pH en la formación de  poros de 
los complejos ADN y quitosano, logrando la reducción de ellos a pH 7.2 
debido a la integración entre los grupos fosfato del ADN y aminos 
(Fukushima et al., 2005). Posterior a ello, se logró  desarrollar y 
caracterizar microesferas de quitosano cargadas con ADN comercial, 
demostrando que pueden ser aptos como sistemas para la 
microencapsulación de ácidos nucleicos evitando así la degradación 
(Olivera et al., 2012). Se ha reportado que diferentes micropartículas de 
quitosano modificadas están siendo estudiadas, se realizó la modificación 
mediante entrecruzamiento con glutaraldehido y se logró capturar ADN y la 
amplificación  directa mediante PCR en tiempo real (Pandit et al., 2015), las 
nanopartículas magnéticas con silica revestidas de quitosano permitieron el 
aislamiento de ADN genómico de saliva en respuesta al pH en la adsorción 
y desorción (Tiwari et al., 2016) así también se ha publicado recientemente 
que las micropartículas de quitosano han sido utilizadas en la lisis y captura 
de ADN desde muestras de sangre (Nanayakkara  et al., 2017). 
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(Fuente: Rojas-Aguirre et al., 2016) 
 
Figura 3. Micro y/o nanoplataforma multifuncional para terapia génica. 
 
 
2.6. Quitosano 
 
El quitosano es un biopolímero  lineal que está compuesto de cadenas 
ȕ(1→4)−D-glucosamina (unidad deacetilada) y N-acetil D-glucosamina (unidad 
acetilada) unidas mediante enlaces O-glucosidicos ȕ(1→4) (Figura 4), producto 
de la modificación de la quitina ya sea por vía química o microbiológica. 
Descubierta y aislada por Henry Braconnot en 1811.  El exoesqueleto de los 
crustáceos es la principal fuente industrial de la quitina, especialmente el camarón 
y cangrejo, también es posible encontrarla como parte de la pared celular de 
hongos,  diatomeas marinas (Beltran, 2010; Khairul, 2011; Nieto & Orellana , 
2011). 
 
 
 
 
 
 
(Fuente: Beltrán, 2010) 
Figura 4. Estructura del Quitosano. 
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2.6.1. Propiedades del Quitosano 
 
a) Estructura cristalina. El quitosano es un polímero semicristalino, los grupos 
hidroxilos y el grupo N-acetil o amino  suelen formar puentes de inter o 
intramoleculares de  hidrógeno, la estructura cristalina depende de la 
disposición de ellos entre las cadenas poliméricas, sin embargo la 
cristalinidad del quitosano se ve afectada por la quitina de origen, En la 
naturaleza se han detectado tres formas polimorfas de quitina, α, ß, y y la 
diferencia radica en la disposición de las cadenas, además el quitosano 
tiene diferentes formas alomorfas, las cuales dependen de la forma de 
preparación, grado de acetilación y de polimerización así como del 
contenido de agua (Shahidi & Abuzaytoun, 2005; Gamiz, 2016). 
 
b) Solubilidad. El quitosano no es soluble en agua y disolventes orgánicos 
puros, sin embargo, es soluble en medios ácidos diluidos debido a la 
presencia de grupos aminos libres en la estructura química, esto significa 
que la solubilidad del quitosano depende del medio de pH. El grupo amino 
en quitosano tiene un pKa de 6,5, por lo que a pH < 6,5, el grupo amino 
(NH2) es protonado (-NH3 +). A pH> 6,5, los grupos amino no están 
protonados y el quitosano no es soluble. El ácido acético al 1% es 
generalmente el más usado para su disolución al igual que el ácido 
clorhídrico al 1% pero insoluble en ácidos sulfúrico y fosfórico, debido a la 
restricción de solubilidad del quitosano, se pueden llevar a cabo algunas 
reacciones de modificación en su estructura química para lograr la 
solubilidad en agua especialmente para ciertas aplicaciones biomédicas. 
(Shahidi & Abuzaytoun, 2005; Rajasree & Rahate, 2013; Gamiz, 2016). 
 
c) Grado de N-desacetilación (DD). Es la relación entre los grupos químicos 
amino (-NH2) con respecto a la cantidad total de grupos químicos N-acetilo 
(NHCOCH3) y amino (-NH2). El DD es una de las propiedades más 
importantes porque influye en la solubilidad, adicionalmente el DD permite 
distinguir entre  los polímeros quitina y quitosano, los cuales son 
esencialmente el mismo polímero con diferentes grados de DD, definido 
por el contenido de grupos amino libres, cuando el DD es cercano al 50 % 
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es denominado quitosano, así también, el rango de pH en el que pueda ser 
soluble aumenta, debido a la variación del pKa. (Shahidi & Abuzaytoun, 
2005; Rajasree & Rahate, 2013; Gamiz, 2016). 
 
d) Peso Molecular (MW). El peso molecular de quitosano varía con las 
fuentes de materia prima y el método de preparación, sin embargo, hasta el 
momento se clasifica en: quitosano de bajo peso molecular es <50 kDa, el 
quitosano de peso molecular medio es 50-100 kDa y el quitosano de alto 
peso molecular es <150 kDa. El quitosano con alto peso molecular 
conduce a un mayor enredo entre las cadenas de polímero, 
proporcionando complejos más fuertes. En contraste, cuando el quitosano 
es de bajo peso molecular, el complejo es más débil. Los enredos entre las 
cadenas de polímeros se deben a fuertes asociaciones entre cadenas 
mediante la unión de puentes de  hidrogeno. Distintos factores durante el 
desarrollo del quitosano pueden influenciar en el MW del biopolímero 
(temperatura, concentración de ácidos, tiempos de reacción), se ha 
reportado el MW del quitosano y su distribución tiene una influencia en sus 
propiedades físicas y químicas, así como en su funcionalidad (Rabea, 
2003; Shahidi y Abuzaytoun, 2005; Rajasree & Rahate, 2013; Gamiz, 
2016). 
 
2.6.2. Modificación química del quitosano 
 
El quitosano es una molécula susceptible de modificaciones químicas 
debido a sus tres grupos funcionales en su estructura: grupo amino (NH2)  
en cada unidad desacetilada, los grupos hidroxilo (OH) primarios, 
secundarios en la posición C-2, C3 y C-6  unidos al anillo de glucopiranosa 
(Figura 5); para mejorar sus propiedades fisicoquímicas y biológicas sin 
cambiar su estructura química fundamental (Gámiz, 2016; Rajasree & 
Rahate, 2013). 
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(Fuente: Rajasree & Rahate, 2013) 
 
Figura 5. Grupos funcionales del quitosano. 
 
Para incrementar la aplicación potencial del quitosano, se han sugerido 
métodos para su modificación las cuales permiten obtener nuevos 
compuestos biofuncionales (Rajasree & Rahate, 2013). 
 
Los grupos hidroxilo pueden ser modificados por sustitución de los átomos 
de hidrógeno, pero sus reactividades son menores que las del grupo 
amino.  
 
Las modificaciones básicamente en el grupo amino (NH2) se han 
relacionado a las tecnologías de recuperación de metales (Guibal, 2004), 
actividad antimicrobiana (Rabea et al., 2003), aplicaciones biomédicas 
(Berger et al., 2004a, 2004b), vectores para terapia génica (Sinha et al., 
2004) y las modificaciones a nivel de los grupos hidroxilo (OH), se realiza 
mediante la incorporación de unidades hidrófobas. 
 
Las modificaciones de quitosano más investigadas en diferentes áreas de 
aplicación son: N-alquilación, N-acilación del Quitosano, Quitosano tiolado, 
Quitosano sulfatado, Quitosano fosforilado, derivados del Quitosano 
cuaternizado (Figura 6) (Rajasree & Rahate, 2013). 
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(Fuente: Díaz, 2012) 
 
Figura 6. Esquema de la reacción del quitosano cuaternario 
 
2.7. Formación de complejos de quitosano y ADN 
 
Los complejos electrostáticos entre polielectrolitos cargados de forma opuesta 
que involucran a biopolímeros naturales han despertado interés en los últimos 
años y están siendo estudiados ampliamente para aplicaciones biomédicas (Nasti, 
2016). El quitosano  y sus derivados por su naturaleza policatiónica ha sido usado 
para formar policomplejos con proteínas y además tiene mayor capacidad de 
formar complejos con  ADN o ARN y en comparación con otros polímeros 
catiónicos (Mao et al., 2001) como portadores catiónicos seguros y eficientes en 
la liberación controlada de drogas principalmente  por sus características como la 
alta biodegradabilidad, biocompatibilidad, no toxicidad y bajo costo debido a su 
abundancia en la naturaleza (Mi et al., 1999, Bravo-Anaya & Rinaudo, 2016) . 
 
Las micro y/o nanoplataformas basados en quitosano están siendo utilizadas para 
la administración ideal de un fármaco y ácidos nucleicos como el ADN (incluido el 
ADN plasmídico) o ARN. Algunas investigaciones han reportado la formación de 
estos complejos, determinando su grado de unión, recomendando que las 
modificaciones del quitosano puede incrementar su eficiencia (Jain et al., 2015). 
 
Los posibles mecanismos de estos complejos se observa en la Figura 7 , algunas 
investigaciones indican que principalmente ocurren por “interacciones 
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electrostáticas“ especialmente entre los grupos protonados del quitosano 
(unidades de glucosamina) y los grupos cargados negativamente del ADN 
(fosfato) (Alatorre-Medaa et al., 2009). Estudios recientes  muestran también otro 
tipo de interacción no electrostática puede estar involucrada en la formación de 
estos complejos mediante las interacciones hidrofóbicas y enlaces de moléculas 
de hidrogeno (Mesai et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Fuente: Mao et al., 2010) 
 
Figura 7. Mecanismos de las plataformas  basadas en quitosano – ADN. 
 
La intensidad del policomplejo está también influenciada por la concentración de 
sales, el pH, la densidad de carga del polímero y el peso molecular, además el 
quitosano ha demostrado su capacidad para proteger el ADN contra la 
degradación de nucleasas y para transferir el ADN en varios tipos de células 
(Liao, 2012). 
 
El valor de pKa del quitosano es de alrededor de 6,3 - 6,4, por debajo de ello las 
aminas se protonan y facilita su unión con el  ADN de carga negativa, la eficiencia 
de transfección es más alta a un pH de 6,8 a 7,0, cuando el pH del medio de 
transfección aumenta a 7,4, la eficiencia de transfección disminuye drásticamente 
debido a la disociación del complejo (Sato et al., 2001). 
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III. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
3.1. Hipótesis 
 
• Las micropartículas modificadas de quitosano tienen capacidad para  
capturar y concentrar el ácido desoxirribonucleico (ADN) de T. cruzi, por lo 
que son aplicables para el diagnóstico molecular en tiempo real de la 
enfermedad de Chagas en muestras  adquiridas de manera no invasiva 
como la orina. 
 
3.2. Objetivos 
 
3.2.1. Objetivo General 
 
• Desarrollar micropartículas modificadas de quitosano para el diagnóstico 
molecular de la Enfermedad de  Chagas en muestras adquiridas de 
manera no invasiva como la orina. 
 
3.2.2. Objetivos Específicos 
 
• Sintetizar  y caracterizar micropartículas modificadas en base a quitosano  
 
• Evaluar in vitro la adsorción – desorción del ADN usando micropartículas 
modificadas en base a quitosano. 
 
• Evaluar in vivo la sensibilidad y especificidad del uso de micropartículas de 
quitosano modificadas para el diagnóstico molecular de Trypanosoma cruzi 
en orina.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. Tipo de Estudio 
Esta investigación es de diseño experimental, la cual permite que el investigador 
controle la variable independiente para así  determinar el efecto y/o influencia de 
la variable dependiente sobre la variable independiente.  
 
4.2. Flujograma Experimental 
El flujograma muestra de forma resumida la investigación realizada (Figura 8).  
 
En un primer instante, se realizó la producción y obtención de 3 grupos diferentes 
de micropartículas modificadas en base al quitosano con su respectiva 
caracterización que demostró la modificación química realizada, también se aisló 
ADN plasmídico y  parasitario (Trypanosoma cruzi) que fue utilizado en los 
ensayos in vitro para evaluar y seleccionar el grupo y tipo de micropartículas con 
la modificación química que permite la mejor capacidad de absorción de ADN. 
 
En un segundo instante, el grupo seleccionado fue sometido a diferentes pruebas 
para optimizar y/o estandarizar las condiciones de protocolo (pH óptimo, 
concentración óptima, tiempo de formación de complejos quitosano – ADN, 
método de desorción, límite de detección) y así lograr incrementar la capacidad 
de adsorción del ADN. 
 
Finalmente con este último protocolo generado se realizó la evaluación en 
muestras de orina de animales infectados experimentalmente (Cavia porcellus) 
mediante la amplificación de dos diferentes secuencias diana del ADN de T. cruzi, 
finalmente mediante ellos se determinó la sensibilidad y especificidad de la 
detección molecular de la enfermedad de Chagas en muestras de orina usando 
las micropartículas y el protocolo establecido. 
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Figura 8. Flujograma experimental. 
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4.3. Síntesis  y caracterización de micropartículas modificadas en base a 
quitosano 
 
Para la síntesis de las diferentes micropartículas de quitosano se usó el 
quitosano de peso molecular medio (190,000-310,000 Da), los datos de 
procedencia y tipo se detallan en el Anexo 1. 
 
4.3.1. Síntesis de micropartículas de quitosano cuaternario (QC) 
 
 
La síntesis de micropartículas de quitosano se realizó de acuerdo a la 
metodología según Iparraguirre et al., 2010, se dispersó 2 g de quitosano 
en 100 mL de agua ultrapura Luego, para la obtención de diferentes 
micropartículas se agregó diferentes cantidades del agente cuaternizante 
glidiciltrimetilamonio (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Para QC1 se agregó 
2 mL, para QC2 se agregó 2.5 mL y para el caso de QC3 se agregó 3mL 
del agente cuaternizante respectivamente. Inmediatamente, se dejó bajo 
agitación constante por 24 horas a una temperatura de 60 ºC. A 
continuación, el  producto de la reacción se precipitó en 150 mL de acetona 
(JT Baker, Estados Unidos), se filtró y secó a las temperaturas de 50 ºC - 
60 ºC en una estufa (Fisher Scientific, Estados Unidos). Posteriormente, se 
procedió a reducir el tamaño de las partículas mediante un mortero y 
finalmente  fue tamizado con una malla de 150 μm (W.S. Tyler, Alemania). 
 
4.3.2. Síntesis de micropartículas de quitosano entrecruzado con glutaraldeh́do 
(QE) 
 
 
Para la síntesis de micropartículas de quitosano entrecruzado con 
glutaraldehido se realizó la metodología reportada por Cconislla et al., 
2016. La cantidad de 2 g de quitosano fue disuelta en un volumen de 150 
mL de ácido acético al 2% (Merck, Alemania). El estudio estableció la 
variación de diferentes grados de entrecruzamiento, en el caso de QE1% 
se adicionó en proporción al 1%, QE5% en proporción al 5% y QE10% en 
proporción al 10% de Glutaraldehído (GTA) (Sigma Aldrich, Estados 
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Unidos), simultáneamente la mezcla se mantuvo bajo agitación constante 
hasta que se observó un gel. Posteriormente, se realizaron lavados con 
agua ultra pura (Milipore, Estados Unidos), después el gel fue secado en 
una incubadora a 60°C (Fisher Scientific, Estados Unidos), para luego ser 
molido con un mortero. Finalmente, el producto molido fue tamizado con 
una malla de 150 μm (W.S.Tyler, Alemania). 
La síntesis para la obtención de las micropartículas de quitosano 
entrecruzado con la metodología antes mencionada se presenta en el 
Anexo 3. 
 
4.3.3. Síntesis de micropartículas de quitosano cuaternario – entrecruzado (QCE) 
 
Se realizó según lo reportado por Iparraguirre et al., 2010. Cada 
micropartícula de QC fue entrecruzada con glutaraldehído a diferentes 
concentración, para ello, primero, se pesó  4 g de quitosano cuaternario se 
resuspendió en una solución de 100 mL de Etanol (Merck, Alemania). 
Luego cada tipo de micropartícula del tipo QC1 se añadió concentraciones 
de GTA, obteniendo QC1-E1% con 1% de GTA , QC1-E5% con 5% de 
GTA y QC1-E10% con 10% de GTA (% volumen/volumen). Del mismo 
modo, al tipo de micropartícula QC2, se adicionó en proporción 1% de GTA 
obteniendo QC2-E1%, 5% de GTA para QC2- 5% y 10% GTA para QC2-
E10% respectivamente. En el caso de las micropartículas QC3, se añadió 
concentraciones de GTA, obteniendo QC3-E1% con 1% de GTA , QC3-
E5% con 5% de GTA y QC3-E10% con 10% de GTA . A continuación, cada 
una de ellas, se mantuvo en agitación constante durante 24 horas a 
temperatura ambiente (25° C); el producto se filtró y secó a 50 - 60 ºC en 
una estufa (Fisher Scientific, Estados Unidos). Después, se procedió a 
reducir el tamaño de las partículas mediante un mortero y finalmente fue 
tamizado con una malla de 150 μm (W.S. Tyler, Alemania), obteniendo así 
las micropartículas esperadas. 
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4.3.4. Caracterización de micropartículas de quitosano 
 
Los espectros del quitosano  se obtuvieron mediante espectroscopia 
infrarroja analizada  en Espectrofotómetro Infrarrojo con Transformada de 
Fourier– FTIR  (Shimadzu, Modelo 1800).  
 
Los fotones de radiación infrarroja son absorbidos por los enlaces de una 
molécula pasando a niveles vibracionales superiores. Cada tipo de enlace 
absorbe radiación infrarroja a una frecuencia diferente, lo que permitió 
determinar los tipos de grupos funcionales que posee la molécula en 
estudio.  
 
La resolución espectral fue de cm-1 en un intervalo de regiones de 650-
4000 cm-1.  
 
4.4. Evaluación in vitro de la adsorción – desorción del ADN usando 
micropartículas modificadas en base a quitosano 
 
4.4.1. Extracción  del material genético 
 
a) ADN plasmídico 
 
Se utilizó un plásmido pZERO-2 linealizado que contenía la secuencia de la 
proteína acuaporina TIP 5: 1 de Arabidopsis thaliana (Figura 9) donado por 
el Doctor Alejandro Schijman del Instituto de Investigaciones en Ingeniería 
Genética y Bioloǵa Molecular “Dr. Héctor N. Torres” - CONICET Buenos 
Aires, Argentina.  
 
El procedimiento extracción del ADN plasmídico fue realizado usando el kit 
QIAprep Spin Miniprep, se siguió las recomendaciones del fabricante 
QIAGEN, donde las células bacterianas fueron resuspendidas en 250  μL 
de buffer P1 en un tubo de 1. 5 mL. Posteriormente, se adicionó 250 μL de 
buffer P2 homogenizando suavemente por inversión, luego se agregó 350 
μl  del buffer N3 y se homogenizó cuidadosamente, la mezcla se centrifugó 
rápidamente a 13 000 rpm por 10 min, el sobrenadante fue vertido a 
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minicolumnas de purificación y luego sometidas a centrifugación por 1 min, 
después se procedió a realizar lavados con el buffer PE seguido de 
centrifugación máxima, a continuación las minicolumnas se ensamblaron a 
tubos nuevos de 1. 5 mL para eluir el ADN, la elución se realizó con la 
adición de 50 μL de buffer EB (10 mM de Tris · Cl, pH 8,5), se dejó 1 min 
en reposo y se centrifugó por 1 min. 
 
La concentración de plásmido se determinó por espectrofotometría usando 
Nanodrop (Thermo Scientific, Estados Unidos). Posteriormente, el plásmido  
se diluyo hasta obtener una concentración final de 50 ng/μL, ello es 
equivalente a 10447243350 (1010) copias/μL. Para determinar la curva  
estándar se realizó diluciones seriadas del plásmido inicial 1010 copias/μL 
hasta obtener la concentración igual a 100 copias/μL. Se evaluó la curva 
éstandar a partir de las diluciones de 105 copias/μL hasta 100 copias/μL 
mediante qPCR realizando como mínimo tres repeticiones independientes; 
los valores del ciclo umbral (Cq) fueron empleados para construir la curva 
de calibración.  
 
 
(Fuente: Invitrogen -Carlsbad, CA, USA) 
 
Figura 9. Esquema del plásmido pZERO-2  
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b) ADN de Trypanosoma cruzi  
 
Se trabajó con epimastigotes de una cepa Y de T. cruzi mantenida  en 
cultivo en el laboratorio del LIEI – UPCH, la cual fue donada por la Dra. 
Eufrosina Umezawa (Instituto de  Medicina Tropical, Universidad de São 
Paulo, Brasil) identificado como genotipo II (T. cruzi II).  
 
El número de parásitos se determinó con ayuda de una cámara de 
Neubauer, el criterio de elección fue morfológico y por el tipo de 
movimiento de los parásitos. La cepa fue diluida en solución de PBS para 
obtener 106 parásitos (epimastigotes) equivalentes por mililitro (p/mL), 
considerando que 1 parásito contiene 200 fg de ADN (Duffy et al, 2009).  
 
Para obtener el ADN, se empleó el kit comercial de extracción y purificación 
de ADN genómico QIAamp DNA Mini Kit, siguiendo las recomendaciones 
del fabricante (QIAGEN), al contenido de los parásitos se adicionó 20 μL de 
Proteinasa K y 200 μL de buffer AL, luego se sometió a vórtex 
vigorosamente por 15 – 30 seg, después se procedió a incubar en baño 
seco (estufa) a 56 ° C por 30 min, transcurrido ese tiempo se añadió 200 μl 
de Etanol al 100% y se agitó con un vórtex durante 15 – 20 seg. La mezcla 
fue colocada en una minicolumna y centrifugada a una velocidad de 13 000 
rpm por 1 min,  esta solución libre de ADN fue descartada en el tubo de 
colección.  Se realizó lavados  colocando la minicolumna en un tubo nuevo 
de colección, se agregó 500 μL del tampón de lavado 1 (AW1) e 
inmediatamente se centrifugó a 10 000 rpm por 1 min, se repitió el lavado 
usando el tampón de lavado 2 (AW2), descartando la suspensión en el tubo 
de colección y se colocó nuevamente la minicolumna en un tubo estéril de 
1.5 μL, se adicionó 50 μL de tampón de elución - AE e incubó por 1 min, 
luego se centrifugó a 13 000 rpm por 1 min y se colectó del ADN eluido.  
 
El ADN obtenido fue diluido 1:10 en buffer AE del kit, desde 105  hasta 10-1 
parásitos/mL. El ADN se almacenó a – 20°C hasta su uso.  
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4.4.2. Reacción de la cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real 
 
 
a) ADN plasmídico (IAC) 
 
Para la amplificación se empleó los oligonucleótidos IAC Fw: a 5’ 
ACCGTCATGGAACAGCACGTA γ’ (Invitrogen, Estados Unidos) e IAC Rv: 
5’ CTCCCGCAACAAACCCTATAAAT γ’ (Invitrogen, Estados Unidos), 
respectivamente  y la sonda Taqman IAC Tq cuya secuencia corresponde a 
5’ AGCATCTGTTCTTGAAGGT γ’ marcada en el extremo 5’ y γ’ con 6-
carboxifluorescéna (FAM) y un ligando de unión al surco menor del ADN 
(MGB) (Invitrogen, Estados Unidos) (Duffy et al., 2009). 
 
El mix para la amplificación del PCR consistió́ de 1X de FastStart Universal 
Probe Master (Rox), 10 μM de cada oligonucleótido, 5 μM de sonda y 5 μL 
de muestra de ADN. La amplificación se realizó́ empleando el termociclador 
Light Cycler 96 empleando el siguiente perfil de amplificación: 95°C por 10 
min, 40 ciclos cada uno consistente de 15 seg. a 95°C y 1 min a 58°C 
(Duffy et al., 2009). 
 
b) ADN de Trypanosoma cruzi (T.cruzi) 
 
 
Se realizó la amplificación de diferentes secuencias diana del ADN de T. 
cruzi, de acuerdo a la región de interés (Tabla 1), para ello se realizó 02 
pruebas de qPCR empleando dos diferentes oligonucleótidos: uno dirigido 
a la región del ADN satélite (ADNsat)  - C3 y otro dirigido al ADN del 
kinetoplasto (ADNk) - 71P marcadas con distintos fluoróforos, ambas 
pruebas se encuentran validadas para la cuantificación de T. cruzi (Piron et 
al., 2007; Schijman et al., 2011; Qvarnstrom et al., 2012). 
 
Para amplificar la región del ADNsat – C3, se utilizó los oligonucleótidos 
Cruzi1 (C1) / Cruzi2 (C2) cuyas secuencias corresponden a 5′–
ASTCGGCTGATCGTTTTCGA–γ′ y 5′–AATTCCTCCAAGCAGCGGATA–γ′ 
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(Invitrogen, Estados Unidos), respectivamente, el producto amplificado tuvo 
un tamaño de 166 pb. La sonda cruzi 3 (C3) cuya secuencia corresponde a 
5′–CACACACTGGACACCAA–γ′ fue marcado con 5′FAM (6-
carboxifluoresceina) y γ′MGB (minor Groove binder) (Invitrogen, Estados 
Unidos).  
 
Para amplificar la región del ADNk – 71P, se emplearon los 
oligonucleótidos 32F/148R cuyas secuencias corresponden a 5′-
TTTGGGAGGGGCGTTCA-γ′ y 5′–ATATTA CACCAACCCCAATCGAA–γ′, 
respectivamente, el producto amplificado tuvo un tamaño de 118 pb. La 
sonda LNA 71P cuya secuencia corresponde a 5′-
CATCTCACCCGTACATT-γ′ fue marcado con 5′FAM (6-
carboxifluoresceina) y γ′HBQ1 (Hole Black Quencher 1) (Invitrogen, 
Estados Unidos). 
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Tabla 1. Secuencias de oligonucleótidos usados en el qPCR para la detección de ADN de T. cruzi. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
pb: pares de bases 
T. cruzi Oligonucleótido Secuencia 5´ - 3´
Tamaño  de 
amplificación 
(pb)
Cruzi 1 (C1) 5′–ASTCGGCTGATCGTTTTCGA–3′
Cruzi 2 (C2) 5′–AATTCCTCCAAGCAGCGGATA–3′
Cruzi 3 (C3) 5′–CACACACTGGACACCAA–3′ (Sonda)
32 F 5′-TTTGGGAGGGGCGTTCA-3′
148 R 5′–ATATTACACCAACCCCAATCGAA–3′
71P 5′-CATCTCACCCGTACATT-3′ (Sonda)
ADN satélite (ADNsat) 166
ADN del kinetoplasto     
(ADNk) 118
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El mix de PCR empleado para  la amplificación de ambas regiones  
consistió́ de 1X FastStart Universal Probe Master (Rox) (Roche, Suiza), 
0.75 μM de cada cebador, 0.05  μM de la sonda TAQMAN y 5 μL de 
muestra de ADN (Anexo 3) en un volumen final de 20 μL. La placa de 96 
pozos es llevada a microcentrifugación (Anexo 3). La reacción de 
amplificación se realizó empleando un termociclador Light Cycler 96 ® 
(Roche, Suiza) usando el protocolo de ciclado adaptado de Schijman et al. 
(2011) con las condiciones descritas en la Tabla 2.  
  
 
Tabla 2. Condiciones del ciclado del qPCR para la detección de ADN de T. cruzi. 
 
 
  
, 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
		 		 		 		
Cantidad de 
ciclos Temperatura Tiempo 
		
1 95  °C 10 min 
		
45 
95  °C 15 seg 
		
58 ° C 1 min 
		
1 72  °C 1 min 
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4.4.3. Selección del grupo  de micropartículas de quitosano modificadas con 
capacidad de adsorción de ADN 
 
Se evaluaron 15 diferentes muestras de micropartículas modificadas en 
base a quitosano distribuidas en tres grupos según la modificación química 
antes mencionada, se continuo con el siguiente procedimiento (Figura 10):  
 
• Se pesó 5 mg de cada muestra de micropartícula de quitosano 
(Figura 32). 
• A cada muestra de micropartícula se añadió un volumen de un 
tampón como medio de resuspensión y/o disolución. 
• Se añadió 50 ng de ADN plasmídico y se mezclaron usando un 
homogeneizador rotario de 360° por un tiempo de 60 min (Figura 
34). 
•  Se separaron las micropartículas a máxima centrifugación con una 
velocidad de 21 000 g por 30 min.  
• El sobrenadante (libre de ADN) fue llevado a un tubo estéril de 1.5 
mL  y preservado a -20 °C. 
• El complejo formado por las micropartículas de quitosano–ADN 
(pellet) permaneció en el tubo inicial.  
• Se adicionó el  tampón detergente bromuro de 
hexadeciltrimetilamonio (CTAB)  para la desorción del ADN y se dejó 
en movimiento rotario por 15 min.  
• Se  sometió a extracción del ADN mediante  la técnica conocida 
“fenol – cloroformo”.  
• El ADN purificado fue preservado – 20°C, para su próxima 
evaluación por PCR. 
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Figura 10. Procedimiento general de adsorción – desorción de ADN usando micropartículas modificadas de quitosano. 
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De los tres diferentes grupos de muestras de micropartículas de quitosano, en 
primer lugar, se seleccionó el grupo cuyo resultado por PCR en tiempo real 
mostró valores menores de Cq (ciclo umbral), entendiendo que el valor de Cq es 
considerado como “inversamente proporcional a la cantidad de ADN”, por esa 
razón, el valor de Cq se usó  para determinar el grupo que tiene mayor capacidad 
de capturar el ADN. En segundo lugar,  al grupo mencionado se le realizó una 
nueva evaluación siguiendo el procedimiento descrito anteriormente y finalmente 
se seleccionó una única  muestra de micropartícula con la más alta y/o máxima 
capacidad de adsorción de ADN, en este sentido, la muestra de micropartícula 
elegida será usada para continuar los próximos ensayos. 
 
4.4.4. Pre-tratamiento de las muestras de orina 
• Inmediatamente después de la colecta de la muestra se mantuvieron en 
cadena de frio hasta el lugar de almacenamiento (Figura 33). 
• Se midió el pH inicial de la orina 
• Para eliminar las células epiteliales, bacterias se centrifugó a 3000 rpm 
x 20 min. 
• Inmediatamente se transfirió el sobrenadante a tubos nuevos 
• Se conservó la muestra a  -70°C por tiempo indefinido. 
 
4.4.5. Determinación del pH óptimo para la adsorción de ADN usando 
micropartículas de quitosano  
 
Con el fin de determinar si el pH tiene efecto en la formación de complejos 
quitosano – ADN se analizaron experimentos variando valores de pHs, 
para ello se usaron medios artificiales y orina.  
 
Para los ensayos con medio artificial, se usó tres diferentes pH en 
tampones específicos: ácido  2, morfolino–etanosulfónico (MES, 20  mM, 
pH 5), ácido  2, morfolino–etanosulfónico (MES, 20  mM, pH 6), tampón 
fosfato salino (PBS, 20 mM, pH 6,9),  se confirmó la medida del pH 
mediante un pH metro (Mettler Toledo, Estados Unidos).  
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Para los ensayos con orina, se calibró el pH de alícuotas de 15 mL de la 
orina (previamente tratada) a pH 5 – 6 - 6.9 empleando ácido clorhídrico 
0.1 M. 
 
Posteriormente, se realizó alícuotas de 1mL a las que se adicionaron  50 
ng de ADN plasmídico. A cada alícuota se añadió micropartículas de 
quitosano a concentración de 5 mg/mL. Luego, se continuó con el 
procedimiento general antes mencionado para finalmente evaluar si el pH 
afecta en la cantidad de ADN adsorbido y determinar el pH con mejor 
capacidad de adsorción de ADN. 
 
4.4.6. Concentración óptima de micropartículas de quitosano para la captura de 
ADN  
 
Con el objeto de determinar la cantidad óptima de micropartículas de 
quitosano con mayor capacidad de adsorción de ADN, que logre recuperar 
la máxima cantidad de ADN del medio, fue necesario evaluar si el volumen 
de muestra afecta la adsorción de ADN, por lo cual, se procedió a realizar 
02 diferentes experimentos: 
 
a) En volumen a escala de 1 mL:  
Se pesaron las micropartículas de quitosano a diferentes concentraciones 
en el medio artificial de pH 6.9: 1.5 mg/mL, 3 mg/mL, 6 mg/mL. A cada una 
de ellas se agregó 50 ng de ADN para continuar con el esquema general 
del procedimiento. 
 
b) En volumen a escala de 10 mL:  
Con este propósito se evaluaron 3 diferentes concentraciones de 
micropartículas (1.5 mg/mL – 3 mg/mL – 6mg/mL) en un volumen de 10 mL 
de orina. A cada muestra se adicionó 50 ng de ADN plasmídico (IAC)  para 
posteriormente continuar con el esquema general del procedimiento. 
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4.4.7. Tiempo de contacto óptimo entre las micropartículas de QE al 1% y ADN  
 
Para evaluar si existe influencia del tiempo de contacto entre el ADN y 
micropartículas para la captura de ADN, se estableció evaluar 4 tiempos 
diferentes de interacción para la formación de estos complejos de 
micropartículas de quitosano – ADN: 30 min – 60 min – 90 min y 120 min.  
 
4.4.8. Métodos de desorción del ADN de las micropartículas de quitosano en 
orina 
 
La orina por ser una muestra biológica con diferentes componentes (sales 
orgánicas e inorgánicas, bacterias) que pueden influir sobre la desorción 
del complejo ADN-Quitosano, se ha evaluado los métodos de desorción 
para lograr  obtener la mayor cantidad de ADN y así realizar el PCR. Por 
esta razón, se  evaluó́ 4 diferentes tampones como: Bromuro de 
Hexadeciltrimetilamonio (CTAB), Agua, EDTA a pH 8 y SDS al 10% como 
pre-tratamiento para la desorción del complejo micropartículas de 
quitosano – ADN antes de la extracción por el método fenol-cloroformo. El 
complejo micropartículas de quitosano – ADN (pellet) se resuspendió en 
cada tampón antes descrito e incubó a temperatura ambiente en agitación 
constante durante 30 min. Posteriormente los tubos conteniendo el pellet 
de micropartículas fueron colocados en un baño seco a 90°C por 30 min 
para así,  facilitar la desorción por temperatura. Finalmente el pellet de 
micropartículas fue sometido a un tratamiento con fenol- cloroformo para la 
desorción del ADN.  
 
Las muestras de ADN extraídas con fenol-cloroformo fueron analizadas 
mediante qPCR. 
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4.4.9. Límite de detección de ADN usando micropartículas de quitosano 
 
a) ADN plasmídico (IAC) 
 
Para evaluar límite de captura de ADN plasmídico usando las 
micropartículas de quitosano, se realizaron alícuotas de 1 mL de orina 
previamente tratada y se dividieron  en dos grupos de evaluación. 
 
Un primer grupo de muestras de orina (1mL) fue contaminado con 
diferentes concentraciones de ADN plasmídico que van desde 100 hasta 
105 copias/mL, se dejaron en agitación constante mediante un rotor (Bio 
RS-24, BIOSAN, USA) a 40 rpm, por un tiempo de 60 min, posterior a ello 
se comenzó la extracción de ADN mediante la técnica de fenol-cloroformo. 
 
Un segundo grupo de muestras de orina (1mL) fue contaminado  también 
con una  determinada cantidad de copias de plásmido, desde 100 hasta 105 
copias/mL, a continuación se agregó una cantidad de micropartículas y se 
dejó en agitación rotatoria por 60 min, posteriormente se continuó con la 
metodología antes mencionada para la desorción del ADN. 
 
De esta forma, se obtuvo el ADN obtenido por ambos grupos de forma 
comparativa y evaluar si el uso de micropartículas son capaces de 
concentrar el ADN plasmídico. 
 
b) ADN de T. cruzi  
 
Para la determinación del límite de detección de ADN de T. cruzi, también 
se realizó alícuotas de 1 mL de orina previamente tratada y se dividieron  
en dos grupos de evaluación. 
 
Un primer grupo de muestras de orina (1mL) fue contaminado con 
diferentes cantidades de parásitos de T. cruzi que van desde 10-1 hasta 105 
parásitos/mL, se dejaron en agitación constante en un rotor (Bio RS-24, 
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BIOSAN, USA) a 40 rpm por un tiempo de 60 min, posterior a ello se 
comenzó la extracción de ADN mediante la técnica de fenol-cloroformo. 
 
Un segundo grupo de muestras de orina (1mL) fue contaminado también 
con una  determinada cantidad de parásitos de T. cruzi, desde 10-1 hasta 
105 parásitos/mL, a continuación se agregó micropartículas de quitosano y 
al igual que el experimento anterior, se prosigue en paralelo ambos grupos, 
dejándolos en  agitación  rotatoria constante por  60 min, posteriormente se 
continuó con la metodología mencionada anteriormente para la desorción 
de ADN. 
 
Como consecuencia, se puede obtener datos comparativos entre ambos 
grupos y determinar si las micropartículas de quitosano son capaces de 
concentrar el ADN sea plasmídico y/o de T. cruzi añadido artificialmente a 
la orina y también establecer el límite de detección. 
 
 
4.5. Evaluación in vivo de la sensibilidad y especificidad del uso de 
micropartículas de quitosano modificadas para el diagnóstico 
molecular de Trypanosoma cruzi en orina 
 
Se logró obtener muestras de orina  en volumen ≥ 10 mL  preservadas en 
una congelación (-70°C) en un periodo aproximado de 2 años, la 
procedencia de las muestras fueron de un estudio de modelo animal  en 
Cavia porcellus (cuy) (Castro-Sesquen et al., 2011).  
 
Las muestras se clasificaron en dos grupos (Tabla 3): 
 
a) Casos. Estuvo conformado por muestras de orina de cuyes infectados 
experimentalmente, estás muestras se obtuvieron a los 14 dpi (días 
post infección) y a los 45 dpi, el diagnóstico positivo fue confirmado por 
examinación parasitológica. 
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b) Controles. Estuvo conformado por 13 muestras de orina, el diagnóstico 
negativo fue confirmado por examinación parasitológica. 
 
Tabla 3. Clasificación de casos y controles del modelo animal Cavia porcellus. 
 
 
 
 
 
 
 
Las muestras fueron pre-tratadas y se realizó el protocolo en las condiciones 
estandarizadas indicado en el Anexo 2. 
 
  
14 dpi 45 dpi
n = 14 n = 14
CONTROLES
CASOS
n= 28
n = 13
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4.6. Análisis estadísticos 
 
Todos los datos fueron analizados usando el paquete de software disponible 
STATA IC 12.0. 
 
Para determinar  la influencia de factores como pH, concentración, tiempo de 
contacto de formación del complejo y método de desorción, se determinó el 
supuesto de normalidad  y homogeneidad, posteriormente se aplicó para la 
comparación entre grupos el análisis de varianza (ANOVA), en los casos que no 
se cumplieron el supuesto de normalidad, se definió aplicar la prueba no 
paramétrica Kruskal Wallis. 
 
Valores de p ≤ 0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
 
Se utilizó la prueba de regresión lineal para la determinación de la curva estándar 
mediante determinación del coeficiente de Pearson (R2). 
 
El análisis descriptivo fue realizado mediante tablas y porcentajes. Para la 
validación de la prueba usando micropartículas de quitosano entrecruzado al 1%, 
se calculó la  sensibilidad y especificidad, así como valores predictivos positivo y  
negativo. Estos se obtuvieron mediante una tabla 2 x 2 (Tabla 4) comparando los 
resultados del qPCR a validar con los resultados de referencia a partir de 
animales experimentalmente infectados con T. cruzi y no infectados. 
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Tabla 4. Tabla 2 x 2 de cálculo para evaluar la sensibilidad y especificidad 
 
 
 
 
 
 
 
 
Donde “a” representa el número de verdaderos positivos, “b” de los falsos 
positivos, “c” de los falsos negativos y “d” de los verdaderos negativos. Con estos 
datos se obtuvo los datos para evaluar la calidad del qPCR usando 
micropartículas de QE al 1%. 
• La sensibilidad, proporción de verdaderos positivos identificados por la 
prueba del total de sueros positivos. Se calcula con la formula siguiente, S= 
a/a+c. 
• La especificidad, proporción de verdaderos negativos identificados por la 
prueba del total de sueros negativos. Se calcula con la formula E= d/b+d. 
La tabla también nos permitió́ determinar los valores predictivos de la técnica:  
• El Valor Predictivo Positivo es la proporción de sujetos verdaderamente 
positivos entre los que dieron positivo en la prueba. VP+= a/a+ab 
• El Valor Predictivo Negativo es la proporción de sujetos verdaderamente 
negativos entre el total de los que dieron negativo en la prueba. VP-=d/c+d 
  
            
      
Resultados de Referencia 
  
      + −   
  
qPCR a evaluar 
+ a b   
  − c d   
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V. RESULTADOS 
 
5.1. Síntesis y caracterización de micropartículas modificadas en base a 
quitosano 
 
5.1.1. Síntesis de micropartículas modificadas en base a quitosano 
 
Se logró sintetizar 15 diferentes tipos de micropartículas modificadas en 
base a quitosano de mediano peso molecular (Figura 11). 
 
La adición al quitosano de un agente cuaternizante  (cloruro de 
glicidiltrimetilamonio)  a diferentes cantidades, resultó en la síntesis de tres 
micropartículas: QC1, QC2, QC3 
 
El entrecruzamiento del quitosano con glutaraldehído a diferentes 
concentraciones dio como resultado la síntesis de otras tres micropartículas 
de quitosano: QE1%, QE5%, QE10%. 
 
Finalmente, a cada micropartícula cuaternizada posteriormente se le 
añadió el entrecruzante glutaraldehído en diferentes porcentajes 
anteriormente mencionados, obteniéndose otras 9 micropartículas 
cuaternizadas entrecruzadas: QC1-E1%, QC1-E5%, QC1-E10%, QC2-
E1%, QC2-E15%, QC2-E10%, QC3-E1%, QC3-E15%, QC3-E10%. 
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Figura 11. Diferentes tipos de micropartículas modificadas en base a quitosano.
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5.1.2. Caracterización de micropartículas 
 
5.1.2.1. Micropartículas de quitosano cuaternario (QC) 
 
Las tres (03) micropartículas de quitosano cuaternizadas modificadas con 
el agente cuaternizante (cloruro de glicidiltrimetilamonio) fueron 
caracterizadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Espectros FTIR de quitosano cuaternario. 
 
En la Figura 12, se muestran los espectros FTIR, nótese que en este tipo de 
modificación, aparece una señal en la región entre 1471 cm-1 a 1485 cm -1 que 
corresponde a los grupos metilos del nitrógeno de la amina cuaternaria, 
adicionalmente se observó la reducción inversamente proporcional en la región 
3300 cm-1 . 
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5.1.2.2. Micropartículas de quitosano entrecruzado (QE) 
 
Las 3 micropartículas de quitosano modificadas con agente 
entrecruzante (glutaraldehído) fueron caracterizadas. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Espectros FTIR de quitosano entrecruzado.  
 
En la Figura 13, se observa el espectro de los grupos funcionales de las 
tres micropartículas  sintetizadas en base a la adición de un entrecruzante 
glutaraldehído, se evidencia la modificación en la región de  1363 cm-1 y 
1155 cm-1 como producto de la reticulación y al final de la reacción a 1635 
cm-1 se observó el grupo imino formado al entrecruzar el quitosano con 
glutaraldehído. 
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5.1.2.3. Micropartículas de quitosano cuaternario entrecruzado (QCE) 
 
 
Las micropartículas de quitosano cuaternizadas entrecruzadas fueron 
caracterizadas para evidenciar la modificación por el agente 
cuaternizante y el agente entrecruzante. 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Espectros FTIR de quitosano cuaternario entrecruzado. 
 
En la Figura 14,  se evidencian los picos correspondientes a los grupos 
químicos de las micropartículas de quitosano cuaternizado con 3 mg de 
cuaternizante (QC3) y con 10 % de glutaraldehído, básicamente conserva 
las modificaciones por cada tipo de modificación anteriormente 
mencionadas, por ende cada modificación actúa de forma independiente, 
así también, el incremento de concentración de agente cuaternizante y/o 
porcentaje de entrecruzante incrementa los picos de estas modificaciones. 
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5.2. Evaluación in vitro de la adsorción – desorción del ADN usando 
micropartículas modificadas en base a quitosano 
5.2.1. Aislamiento de  material genético 
 
a) ADN plasmídico (IAC) 
 
En las diferentes diluciones realizadas anteriormente con el ADN 
plasmídico se realizó un PCR en tiempo real para confirmar la presencia de 
ADN.  
 
 
 
 
F 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Curva estándar construida con el número de copias del plásmido. 
En el eje Y se encuentra el ciclo de cuantificación (Cq), o ciclo en que la señal de 
fluorescencia cruzó el umbral de detección, y en el eje X se encuentra la cantidad  
de ADN expresada en logaritmo de copias de ADN/mL. R2: coeficiente de 
Pearson. QE1%: Micropartículas de quitosano entrecruzado al 1%. 
   
En la Figura 15, se puede observar la amplificación de las diluciones 
usadas para la construcción de la curva estándar del ADN plasmídico, se 
determinó el límite mínimo de amplificación fue de 101 copias/mL que 
corresponde a un Cq igual a 37.14. Diluciones menores no presentaron 
amplificación, siendo consideradas negativas. El valor del Coeficiente de 
determinación ( R2) fue de 0.99916. 
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b) ADN de T.cruzi 
 
En las diferentes diluciones realizadas anteriormente con el ADN de T. 
cruzi se realizó un PCR en tiempo real para confirmar la presencia de ADN. 
 
Figura 16. Curva estándar construida con el número de parásitos/mL. En el 
eje Y se encuentra el ciclo de cuantificación (Cq), o ciclo en que la señal de 
fluorescencia cruzó el umbral de detección, y en el eje X se encuentra la cantidad  
de ADN expresada en logaritmo de copias de parásitos/mL. La línea en rojo 
representa la amplificación de la región de ADN satélite (ADNsat) - C3 de T. cruzi 
y la línea azul representa la amplificación de la región de ADN del kinetoplasto 
(ADNk) - 71P de T. cruzi. R2: coeficiente de Pearson. QE1%: Micropartículas de 
quitosano entrecruzado al 1%. 
 
En la Figura 16, se observa la amplificación de las diluciones usadas para 
la construcción de la curva estándar del  ADN de Trypanosoma cruzi desde  
105 a 102 parásitos/mL. La amplificación del fragmento de 166 pb 
corresponde al ADNsat (C3) y el fragmento de 118 pb corresponde al 
ADNk (71P) de T. cruzi, para ambos fragmentos el límite mínimo de 
amplificación fue de 10-1 parásitos/mL, siendo el valor del  R2 de 0.99892 y 
0.99295 respectivamente. 
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5.2.2. Selección del grupo con capacidad de adsorción del ADN 
 
Se realizó un PCR en tiempo real de las micropartículas de quitosano 
modificadas químicamente para determinar la capacidad de adsorción de 
ADN. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Evaluación de diferentes tipos de micropartículas modificadas de 
quitosano. Valores de Cq  obtenidos por PCR en tiempo real del ADN plasmídico 
usando diferentes micropartículas de quitosano.  Los grupos se compararon 
mediante la prueba de Kruskall-Wallis, p= 0.0001. Cq: ciclo de cuantificación. 
 
En la Figura 17, se puede evidenciar los resultados del valor de Cq (ciclo 
de cuantificación) detectado por cada grupo de micropartículas 
modificadas, los valores de Cq permitió evidenciar  que la cantidad de ADN 
es mayor usando el grupo de las micropartículas de QE (Cq=26) en 
comparación con el grupo de micropartículas de QC (Cq ≥ 40) y las 
micropartículas de QCE (Cq ≥ 39),  por ende, se demostró que existe 
diferencia significativa entre los grupos de micropartículas modificadas (p ≤ 
0.05), por lo que, se determinó la eficiencia de las micropartículas de QE 
para la captura de ADN y se procedió a continuar con este grupo de 
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micropartículas para la evaluación de los próximos parámetros con el 
objetivo de optimizar y mejorar los resultados obtenidos. 
 
Después de determinar que las micropartículas  QE poseen una mayor 
capacidad de adsorber el ADN comparada a las otras micropartículas, se 
analizó los diferentes tipos de micropartículas entrecruzadas sintetizadas 
en base al porcentaje (%) del agente entrecruzante. 
 
Figura 18. Evaluación de tres diferentes micropartículas de quitosano 
entrecruzado con glutaraldehído. Valores de Cq  obtenidos por PCR en tiempo 
real del ADN plasmídico usando diferentes micropartículas de quitosano.  El grupo 
de ADN capturado y ADN liberado en sobrenadante se compararon mediante la 
prueba de Kruskall-Wallis, p= 0.0001. Cq: ciclo de cuantificación. 
 
 
QE1%: Quitosano entrecruzado al 1 %, 
QE5% : Quitosano entrecruzado al 5% 
QE10%; Quitosano entrecruzado al 10 %   
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En la Figura 18, se aprecia el valor de Cq detectado por cada tipo de 
micropartículas de QE y el valor de Cq del sobrenadante de cada una de 
ellas,  los resultados demuestran que existe diferencia estadísticamente 
significativa entre ADN liberado en el sobrenadante y ADN capturado por 
las micropartículas de QE  (p ≤ 0.05).  
 
Adicionalmente, el análisis de los valores Cq de las micropartículas de QE 
al 1%, 5% y 10 % con glutaraldehído,  confirmó la capacidad de captura del 
ADN, sin embargo no existe diferencia significativa entre ellas  (p ≥ 0.05), 
por lo tanto, son los valores de la mediana de Cq que permitió evidenciar 
que las micropartículas de QE al 1% presentaron la máxima capacidad de 
captura de ADN ( Cq= 22) en comparación con las micropartículas de QE 
al 5% (Cq=29) y las micropartículas de QE al 10% (Cq=33), de la misma 
forma, se evidenció que el sobrenadante de las micropartículas de QE al 
1% no se detectó el ADN (Cq > 38.6), por esta razón, se seleccionó está 
micropartícula  para continuar los próximos ensayos. 
 
 
5.2.3. Determinación del pH del medio para la adsorción  de ADN  
 
Se evaluó diferentes valores de pH del medio  para determinar el pH 
óptimo en la captura de ADN usando micropartículas de QE al 1%. 
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Figura 19. Efecto de la modificación del pH  en medio artificial y  orina sobre 
la adsorción de ADN por micropartículas QE1%. Valores de Cq  obtenidos por 
PCR en tiempo real del ADN plasmídico usando diferentes pHs. Se realizó la 
comparación mediante prueba de Kruskall-Wallis, en medio artificial (p= 0.18) y en 
orina (p=0.004). Cq: ciclo de cuantificación. 
 
En la Figura 19, se observó los valores de Cq del PCR en tiempo real  de 
las micropartículas de QE al 1% a diferentes pH (5 – 6- 6.9) en medios 
artificiales y orina. Al evaluar los resultados de los valores de Cq entre los 
medios artificiales y orina presentaron diferencias estadísticamente 
significativas (p ≤ 0.05). 
 
El análisis de los resultados del factor del pH en medio artificial, no se 
encontró diferencia significativa entre los diferentes grupos de pHs (p ≥ 
0.05), sin embargo se demostró que el ADN fue capturado por las 
micropartículas de QE1% con valores de Cq entre 18.4 - 24.4, se consideró 
al medio artificial de pH 6.9  con mayor capacidad de captura de ADN  
(Cq=18.4). 
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Respecto a los análisis en orina, se observó efectos estadísticamente 
significativos entre los tres diferentes grupos de pH regulado (p ≤ 0.05), 
demostrando la captura de ADN  con valores de Cq entre 12.6 – 20. La 
orina con pH regulado de 6.9 demostró la capacidad máxima de captura de 
ADN (Cq=12.6). 
 
En ambos ensayos el pH del medio de 6.9 logró  la máxima capacidad de 
captura del ADN. Adicionalmente, se observó diferencia significativa de los 
resultados frente al pH, el grupo a pH 5  mostró diferencia significativa (p ≤ 
0.05)  frente a los otros dos grupos de pH 6 y 6.9 con un Cq promedio de 
21.46, el grupo a pH 6 no presentó diferencia  (p ≥ 0.05) frente a los otros 
dos grupos  de pH 5 y 6.9 con un Cq promedio de 18,9 y el grupo a pH 6.9 
frente a otros grupos presentó significancia estadística (p ≤ 0.05) con Cq 
promedio de 14.5. Estos resultados reafirmaron que se considere el pH 6.9 
como el óptimo para continuar los próximos ensayos. 
 
5.2.4. Determinación de la concentración de micropartículas de quitosano 
entrecruzado para la adsorción de ADN 
 
Se evaluó la concentración óptima  de micropartículas QE al 1% con 
máxima capacidad de captura de ADN (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Concentración de micropartículas de quitosano  QE 1% en diferentes 
volúmenes y la capacidad de captura de ADN 
 
 
 
 
 
 
Volúmen 1.5 3 6
Escala 1 mL 17.7 18.7 17.7
Escala 10 mL 19.4 26.3 40
Cq (   )
CONCENTRACIÓN (mg/mL)
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Figura 20. Efecto de la concentración de micropartículas QE 1% y la captura 
de ADN. Valores de Cq  obtenidos por PCR en tiempo real del ADN plasmídico 
usando diferentes pHs. Se realizó la comparación mediante prueba de Kruskall-
Wallis, en volumen 1 mL (p= 0.4) y en volumen 10 mL (p=0.02). Cq: ciclo de 
cuantificación. 
 
En la Figura 20, se presentan los valores de Cq detectados en el PCR en 
tiempo real, en volúmenes de 1 mL y 10 mL.  Los resultados entre ambos 
ensayos  fueron estad́sticamente significativos (p ≤ 0.05). 
 
Los ensayos realizados con volúmenes de 1mL de medio en 3 diferentes 
concentraciones, no se observó diferencia significativa (p ≥ 0.05),  debido  
a que los valores de Cq son similares (Tabla 5). 
 
Por otro lado, los ensayos realizados con volúmenes a escala de  10 mL, 
se observó valores de Cq con diferencia estadísticamente significativas (p ≤ 
0.05) entre las diferentes concentraciones empleadas y mostró que el 
menor valor de Cq se obtuvo usando 1.5 mg/mL (Cq=19.45), demostrando 
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así que la mayor  adsorción de ADN ocurre a esa concentración en 
volumen de 10 mL, debido a que el objetivo finalmente es capturar y 
concentrar ADN desde volúmenes mayores, se seleccionó emplear 1.5 
mg/mL para continuar los próximos ensayos. 
 
Los resultados entre ensayos realizados de acuerdo a la concentración de 
quitosano entrecruzado al 1 % no fueron estadísticamente significativos (p> 
0.05) también estos análisis mostraron que  a 1.5 mg/mL no se presentó 
diferencia estadística frente a los otros grupos, sin embargo la 
concentración de 3mg/mL y 6 mg/mL mostraron diferencia 
estadísticamente significativa (p ≤ 0.05). 
 
 
5.2.5. Determinación del tiempo óptimo entre las micropartículas de QE al 
1% y el ADN 
 
Se realizó un PCR en tiempo real de las micropartículas de QE  al 1% para 
evaluar diferentes tiempos de contacto de las micropartículas de QE al 1% 
y el ADN contenido en orina. 
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Figura 21. Efecto del tiempo entre las micropartículas de QE 1% en la 
captura de ADN. Valores de Cq  obtenidos por PCR en tiempo real del ADN 
plasmídico empleando diferentes tiempos (minutos).  Los grupos se compararon 
mediante la prueba de Kruskall-Wallis, p= 0.7325. Cq: ciclo de cuantificación. 
  
La Figura 21, muestra los valores de amplificación de Cq usando las 
micropartículas de QE al 1% a diferentes tiempos de contacto, 
demostrando que no existe relevancia estadística sobre la adsorción de 
ADN en referencia con el tiempo (p > 0.05).  
 
Además, se puede observar los valores de la mediana de Cq, estos se 
encuentran en rangos 18.64 – 20.42, estableciendo que el tiempo óptimo 
que permite la máxima capacidad de adsorción de ADN (Cq = 18.6)  
correspondió a 60 min. 
 
 
 
 
 
 
  
55 
5.2.6. Determinación del método de desorción del ADN  
 
Se realizó el PCR en tiempo real empleando micropartículas de QE al 1% 
para evaluar diferentes métodos de desorción realizados para recuperar la 
máxima cantidad ADN. 
 
Figura 22. Medios de desorción del ADN en orina. Valores de Cq  obtenidos 
por PCR en tiempo real del ADN plasmídico empleando diferentes métodos de 
desorción Los grupos se compararon mediante la prueba de Kruskall-Wallis, p= 
0.0041. Cq: ciclo de cuantificación. 
H2O: Agua ultrapura 
CTAB: Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacetico 
SDS: Dodecilsulfato sódico 
 
En la Figura 22, se demuestran los valores de Cq de los resultados de los 
diferentes tratamientos de desorción empleados, mostrando entre ellos 
diferencia estadísticamente significativa (p ≤ 0.05), así también, el 
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sobrenadante obtenido de cada tratamiento de desorción no mostraron la 
presencia de ADN en la  amplificación por PCR en tiempo real  (Cq  ≥ 40), 
no obstante, la cantidad de ADN obtenido como resultado de la adsorción 
del ADN usando las micropartículas presento diferentes valores de 
amplificación por cada método de desorción aplicado, mostrando valores 
de mediana de Cq entre 12.57 a 40; siendo así, el tratamiento con la 
solución de EDTA y SDS (tratamiento “D”) presentó el menor valor de Cq 
(12.57), por ende, fue el método seleccionado como parte del 
procedimiento, así también se estableció previamente al tratamiento 
seleccionado “D” aplicar métodos físicos antes de la purificación del ADN 
con fenol-cloroformo, es decir, las micropartículas conteniendo el ADN 
adsorbido se expuso a altas temperaturas junto con la solución de EDTA y 
SDS, logrando facilitar la desorción de ADN. 
 
5.2.7. Límite de detección de ADN usando micropartículas de quitosano 
 
a) ADN plasmídico (IAC) 
 
En las diferentes diluciones realizadas anteriormente con el ADN plasmídico 
se realizó un PCR en tiempo real para confirmar la presencia de ADN. 
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Figura 23. Comparación del límite de detección de ADN  plasmídico (IAC) en 
orina. En el eje Y se encuentra el ciclo de cuantificación (Cq), o ciclo en que la 
señal de fluorescencia cruzó el umbral de detección, y en el eje X se encuentra la 
cantidad  de ADN expresada en logaritmo de copias de ADN plasmídico (IAC) por 
mL. La línea en rojo representa los resultados de la amplificación linear de las 
muestras de orina sin el uso de micropartículas y la línea en azul representa los 
resultados de la amplificación linear de las muestras de orina usando las 
micropartículas QE 1%. R2: coeficiente de Pearson. QE1%: micropartículas de 
quitosano entrecruzado al 1%. 
 
En la Figura 23, se observa la detección del ADN en orina infectada con 
ADN plasmídico,  los resultados permitieron establecer la curva estándar, 
determinando el límite de captura del ADN fue hasta 101 copias de 
plásmido/mL empleando micropartículas de QE al 1% o sin ellas, sin 
embargo, los valores de Cq evidenciaron que la capacidad de adsorción se 
incrementó al emplear las micropartículas de QE al 1%, por lo tanto, se 
logró una mayor recuperación de ADN. 
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b) ADN de T. cruzi  
 
En las diferentes diluciones realizadas anteriormente con el ADN de T. cruzi 
se realizó un PCR en tiempo real para confirmar la presencia de ADN. 
 
Figura 24. Comparación del límite de detección de ADN de la región satélite 
de T. cruzi (C3) en orina.  En el eje Y se encuentra el ciclo de cuantificación (Cq), 
o ciclo en que la señal de fluorescencia cruzó el umbral de detección, y en el eje X 
se encuentra la cantidad  de ADN expresada en logaritmo de parásitos/mL. La 
línea en rojo representa los resultados de la amplificación linear de las muestras 
de orina sin el uso de micropartículas QE 1% y la línea en azul representa los 
resultados de la amplificación linear de las muestras de orina usando las 
micropartículas de QE1% R2: coeficiente de Pearson. QE1%: Micropartículas de 
quitosano entrecruzado al 1%. 
 
La Figura 24, muestra los resultados de la comparación de los valores de 
Cq del ADN de T.cruzi en orina usando qPCR dirigido a la región satélite 
del ADN del parásito. La línea azul representa la señal de fluorescencia 
obtenida empleando micropartículas de QE al 1% y la línea roja representa 
la señal de fluorescencia obtenida sin el uso de ellas, básicamente se 
observó que en la orina infectada con ADN de T. cruzi se logró detectar 
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hasta 101 parásitos/mL, sin embargo usando micropartículas de quitosano 
se incrementó la detección de ADN, logrando detectar hasta 0.1 
parásitos/mL, estos resultados permiten demostrar que el uso de estas 
micropartículas de QE al 1% incrementa la capacidad de adsorción del 
ADN parasitario en orina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Comparación del límite de detección de ADN de la región del 
kinetoplasto de T. cruzi (71 P) en orina.  En el eje Y se encuentra el ciclo de 
cuantificación (Cq), o ciclo en que la señal de fluorescencia cruzó el umbral de 
detección, y en el eje X se encuentra la cantidad  de ADN expresada en logaritmo 
de parásitos/mL. La línea en rojo representa los resultados de la amplificación 
linear de las muestras de orina sin el uso de micropartículas QE 1% y la línea en 
azul representa los resultados de la amplificación linear de las muestras de orina 
usando las micropartículas de QE1% R2: coeficiente de Pearson. QE1%: 
Micropartículas de quitosano entrecruzado al 1%. 
 
La Figura 25, muestra la comparación de los valores de Cq del ADN de T. 
cruzi en orina dirigido a la región del kinetoplasto del ADN del parásito, la 
línea azul representa la señal de fluorescencia obtenida usando 
micropartículas de QE al 1%, mientras que la línea roja representa la señal 
obtenida sin el uso de ellas, principalmente se observó que en la orina con 
ADN de T. cruzi se logró detectar hasta 102 parásitos/mL, sin embargo 
71P en orina con QE 1%
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usando micropartículas se halló la detección hasta 0.1 parásitos/mL, estos 
resultados permitieron demostrar que el uso de estas micropartículas de 
QE al 1% incrementó la capacidad de adsorción del ADN parasitario en 
orina. 
 
Por lo tanto, estos resultados permitieron demostrar que el uso de 
micropartículas QE al 1% incrementa la capacidad de detección del ADN 
satélite y kinetoplasto de T. cruzi,  evidenciando su eficiencia en la orina 
que podría mejorar la sensibilidad de detección de los métodos actuales. 
 
5.3. Evaluación in vivo de la sensibilidad y especificidad del uso de 
micropartículas QE al 1 % para el diagnóstico molecular de 
Trypanosoma cruzi en orina 
 
Del grupo de casos (n=28), el qPCR del ADN de la región satélite (C3) de 
T. cruzi logró detectar 7 muestras (25% ) de los casos, mientras que el 
qPCR del ADN del kinetoplasto (71P) de T. cruzi logró detectar  20 
muestras (71 % ) de los casos (Tabla 6). 
 
Del grupo de controles (n=13), el qPCR del ADN de la región satélite  (C3) 
de T. cruzi y  qPCR del ADN del kinetoplasto (71P) de T. cruzi no 
detectaron ninguna de estas muestras, considerándolas negativas (Tabla 
6). 
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Tabla 6. Sensibilidad y especificidad del qPCR de dos regiones de ADN de T. 
cruzi empleando micropartículas de QE 1% 
       
        C3: Región satélite de T. cruzi. 
       71P: Región kinetoplasto de T.cruzi. 
 
Por lo tanto, se logró observar la diferencia en la distribución del Cq entre las 
muestras infectadas y no infectadas (Figura 26). 
 
 
 
 
 
+ - + -
Infectados									(	+	) 7	(25%) 21(75%) 20	(71%) 8	(29%)
No	infectados		(		-		) 0	(0%) 13(100%) 0	(0%) 13(100%)
C3 71	P
qPCR
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Figura 26. Distribución de los resultados del qPCR de dos (02) diferentes regiones de ADN de T. cruzi usando 
micropartículas de QE1 %. El diagrama de puntos muestra los valores de Cq  obtenidos por qPCR en tiempo real usando la 
región del ADN  satélite (ADNsat) -C3 y la región del ADN del kinetoplasto (ADNk) -71P a partir de muestras de orina de Cavia 
porcellus (cuy) infectados (n= 28) y no infectados (n=13). La línea  horizontal roja representa el límite de detección del qPCR y 
permite distinguir los resultados como positivo o negativo.
                     C3                          71P     C3                          71P 
                               INFECTADOS               NO INFECTADOS 
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Así también, en la Tabla 7,  se presentan los resultados de sensibilidad y 
especificidad por qPCR por cada tipo de región del qPCR.  
 
Los hallazgos de la sensibilidad de acuerdo al tiempo de infección (Figura 
27).  
 
Para el grupo de 14 días post-infección (14 dpi)  usando qPCR para la 
región satélite (C3) fue de 42 % (9/14) y usando el qPCR para la región del 
kinetoplasto fue de 78% (11/14).  
 
Para el grupo de 45 días post-infección (45 dpi)  usando qPCR para la 
región satélite (C3) fue de 7 % (1/14) y usando el qPCR para la región del 
kinetoplasto fue de 64% (9/14). 
 
Los resultados obtenidos de especificidad para los grupos de infección para 
ambas regiones del qPCR  fueron del 100%. 
 
Tabla 7.Valores de sensibilidad, especificidad, VPP,VPN en animales infectados 
experimentalmente 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
dpi: días post-infección 
C3: Región satélite 
71P: Región kinetoplasto 
VPP: Valor predictivo positivo 
VPN: Valor predictivo negativo 
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Figura 27. Sensibilidad del qPCR en diferentes periodos de infección. Las barras 
azules representan el valor de sensibilidad usando la región ADN  satélite (ADNsat) -C3 y 
la barras rojas representan el valor de sensibilidad usando la región ADN  del kinetoplasto 
(ADNk) -71P. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0	
10	
20	
30	
40	
50	
60	
70	
80	
14 45 
S
E
N
S
IB
IL
ID
A
D
		
(	
%
	)
		
Dias	post-infección	(dpi)	
C3	
71P	
  
65 
VI. DISCUSIÓN 
 
En el presente estudio se describe por primera vez la capacidad de adsorción y 
desorción de micropartículas de quitosano, logrando recuperar el ADN contenido 
en muestras no invasivas como la orina,  estas micropartículas mostraron 
capacidad de concentrar el ADN a partir de  volúmenes mayores a los usados por  
los métodos convencionales, esto brindó la posibilidad de recuperar la escasa 
cantidad  de ADN liberado en orina y concentra el ADN contenido en la muestra, 
de esta forma la investigación abre las puertas a un nuevo método de diagnóstico 
no invasivo usando micropartículas de quitosano  en las plataformas de PCR en 
tiempo real utilizadas actualmente a partir de muestras sanguíneas (coágulo, 
suero, plasma, etc.). 
 
6.1. Síntesis y caracterización de micropartículas modificadas en base de 
quitosano 
  
Hasta el momento, se han publicado numerosos artículos debido a las 
múltiples aplicaciones del quitosano en diferentes áreas, en cuanto a la 
biomedicina reportó su uso en ingeniería de tejidos, liberación de fármacos, 
recubrimiento antibacteriano (Tan et al., 2013), sin embargo una de sus 
principales desventajas es su solubilidad, el quitosano es soluble en 
soluciones diluidas ácidas, esto representa el principal factor que ha 
limitado el avance de  su aplicación, reduciendo así, la  posibilidad del uso 
potencial de este biopolímero (Ruiz et al., 2002).  
 
El quitosano está compuesto por las unidades repetitivas de glucosamina 
enlazadas  con grupos hidroxilo y amino, este último representado por altas 
cantidades de nitrógeno, ambos grupos químicos funcionales son los que 
ofrecen la posibilidad de la modificación en su superficie para adaptarse 
potencialmente a aplicaciones específicas (Hoven et al., 2007).   
 
En este estudio también se realizó modificaciones químicas para la 
obtención de diferentes tipos de micropartículas de quitosano, logrando 
conservar sus propiedades químicas y al mismo tiempo mejorar sus 
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propiedades, especialmente la solubilidad en medios fisiológicos, también 
sus propiedades biológicas pudiendo así ampliar sus aplicaciones, estas 
modificaciones fueron a través de la  agregación de grupos funcionales y/o 
reacciones de reticulación (unión de cadenas macromoleculares entre sí), 
teniendo diferentes tipos de micropartículas de quitosano para evaluar su 
capacidad de adsorción del ADN. La formación de los derivados del 
quitosano conduce al aumento de sus propiedades, en especial el 
incremento de la capacidad de adsorción y resistencia a condiciones 
extremas, esto permite la aparición de nuevos materiales modificados con 
gran potencial de aplicación en el futuro (Rajasree &  Rahat, 2013; Kyzas & 
Bikiaris, 2015).  
 
En la caracterización mediante espectroscopia infrarroja (IR) se mostraron 
los diferentes perfiles  de las micropartículas modificadas de quitosano en 
comparación a la del quitosano matriz, confirmando la modificación 
producida en concordancia a estudios anteriores reportados (Yao et al., 
2012).  
 
Las micropartículas de quitosano cuaternizado (QC) obtenidas por la 
adición de grupos funcionales, se dio por el ataque nucleofílico del grupo 
amino (-NH2) al adicionar cloruro de glicidiltrimetilamonio como agente 
cuaternizante (Cconislla et al., 2016) donde se produce la ruptura del 
epóxido que forma parte del reactivo (Díaz, 2012). Los espectros 
presentados en el FTIR del QC mostraron un pico intenso 
aproximadamente entre la región 1471 cm-1 a 1485 cm-1 que corresponde a 
la tensión de los hidrógenos por la formación de grupos metilo del amino 
cuaternario, también se  observó un pico pronunciado en la región 3300 
cm-1, que corresponde a los grupos amino y a la tensión de OH debido al 
número adicional de grupos hidroxilos como resultado de la apertura del 
cloruro de glicidiltrimetilamonio, los resultados son consistentes con los 
hallados en otras investigaciones (Zhang  et al., 2011, Cconislla et al., 
2016).  
Así también, el pico en la región 3300 cm-1 se aprecia que la intensidad se 
reduce inversamente proporcional a la cantidad de GTAG, ello ocurre 
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debido a que a medida que se adiciona GTAG se pierden más grupos 
amino para que se produzca la cuaternización.  
 
Se evidenció, que las micropartículas de QC resultantes fueron fácilmente 
solubles al contacto con el medio de resuspensión y el ADN contenido, sin 
embargo, esta propiedad impidió la separación de las micropartículas con 
el medio de resuspensión inicial. 
 
En cuanto al quitosano entrecruzado (QE), los perfiles FTIR mostraron la 
reducción de picos en rangos de alrededor de 1363 cm-1 que corresponden 
a los grupos –CH y 1155 cm-1 que corresponden a las vibraciones propias 
de su estructura (Cconislla et al., 2016, Jahuira-Arias et al., 2016) esto  
como producto de la reticulación, además de la aparición de un pico 
aproximadamente en la región 1650 cm-1 como producto de la interacción 
del glutaraldehído con el quitosano, algunos autores reportan este pico en 
la región 1610 cm-1 (Ramachandran et al., 2011) , 1635 cm-1 (Oryton et al., 
1999) y entre 1660 cm-1 a 1664 cm-1 (Knaul  et al., 1999). 
En el caso de las micropartículas de QE no se apreció  la solubilidad con el 
medio, sin embargo, se logró la interacción con el ADN mediante la 
resuspensión  con el medio. 
 
En referencia al quitosano cuaternario entrecruzado (QCE), mostró las 
bandas similares a las observadas en el QC y QE y respecto a su 
solubilidad, se logró observar una solubilidad menor en comparación con 
las micropartículas QC. 
 
Es preciso indicar que, los resultados de caracterización de las 
micropartículas desarrolladas en esta investigación mediante FTIR y 
mediante otras técnicas han sido publicadas, evidenciando que dichas 
modificaciones permitieron mejorar las propiedades de adsorción (Cconislla 
et al., 2016; Jahuira- Arias et al., 2016). 
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6.2. Evaluación in vitro de la adsorción- desorción del ADN usando 
micropartículas en base a quitosano 
 
Después de sintetizar y caracterizar las diferentes micropartículas de 
quitosano, el siguiente objetivo fue demostrar si alguna de ellas podría 
capturar el ADN y así aislarlo. Por esta razón, fue necesario demostrar “in 
vitro” esta capacidad mediante la detección de una región del ADN humano 
usando como blanco la región “RNase P Humano” a través de PCR en 
tiempo real, la cual es usada generalmente como control interno de rutina 
en técnicas de PCR. 
 
En un primer instante el ADN humano fue infectado en muestras de orina, 
sin embargo la orina al ser un fluido biológico, muchas veces presenta ADN 
propiamente humano (Botezatu et al., 2000; Su et al., 2004a;  Su et al., 
2004b; Illanes et al., 2006; Umansky & Tomei, 2006; Salvi et al., 2016) y al 
usar como blanco de amplificación “RNase P Humano”, los resultados de 
detección no permitieron determinar con precisión si la cantidad de ADN 
era únicamente el infectado o el excretado de forma natural en la orina, el 
cual es variable dependiendo de las condiciones fisiológicas y/o patológicas 
de cada individuo. Para obtener resultados seguros y más precisos, se 
determinó que la mejor opción para identificar de forma precisa el ADN fue 
usar una secuencia de  ADN totalmente ajena al ADN humano, en virtud a 
ello, se usó como blanco la secuencia del gen de Arabidopsis thailiana  
insertada en un plásmido, la utilidad de este tipo de plásmido ha sido 
reflejada como control interno de amplificación (IAC) de rutina en técnicas 
de PCR (Duffy et al., 2009; Duffy et al., 2013), por otro lado la infección del 
ADN se realizó en medios artificiales estériles para evitar así el riesgo de 
resultados erróneos del qPCR ya sea contaminantes externos, inhibidores 
de PCR entre otros. 
 
Los primeros resultados de evaluación entre la interacción de ADN y 
quitosano mediante PCR, demostraron que las micropartículas obtenidas 
por reticulación con glutaraldehído, denominadas micropartículas 
entrecruzadas “QE”, son las que reflejaron la capacidad de capturar el ADN 
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plasmídico, esto se ha visto reflejado por los valores de Cq ("Threshold 
point" o ciclo umbral)  del PCR, evidenciando así la capacidad de adsorción 
del ADN, esto ha sido concordante con otros estudios (Ozbas et al., 2003; 
Akbuğa et al., 2004).  
 
Por el contrario, otros estudios han revelado que policomplejos de 
quitosano cuaternario (QC) evidenciaron el incremento de su capacidad de 
interacción con iones de cargas negativas y  su capacidad antibacteriana 
(Sajomsang et al., 2009; Xu et al., 2011;Tan et al., 2013), los resultados de 
este estudio en referencia a las micropartículas cuaternarias (QC) no se 
asemejan a ello, por lo cual no se obtuvo resultados favorables de 
interacción, uno de los mayores problemas que se presentó fue la baja 
solubilidad en el medio. 
 
Respecto a los resultados con las micropartículas cuaternizadas 
entrecruzadas (QCE), no se logró evidenciar presencia de ADN, por lo que 
se puede asumir de baja reactividad. Ahora bien, otras investigaciones si 
han logrado obtener resultados favorables, como la capacidad de adsorber 
sustancias y/o metales aniónicos, cuya capacidad ha sido asumida por las 
características del quitosano cuaternario y el entrecruzamiento con 
glutaraldehído, reforzando sus mecanismos de interacción, resistencia 
mecánica y química frente a otros biopolímeros (Díaz, 2012; Iparraguirre et 
al., 2010); sus propiedades como adsorbente son también reportadas en la 
formación de una resina que permitió adsorber aniones nitrato y fosfato 
(Sowmya et al., 2014), además se ha reportado que las micropartículas 
QCE mostraron una superficie más compacta respecto a micropartículas 
QC. 
 
Al obtener resultados significativos con las micropartículas QE, se 
determinó continuar en los siguientes ensayos únicamente con este tipo de 
micropartículas variando la concentración del agente entrecruzante para 
profundizar la investigación. 
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Al igual que los resultados de este estudio, la capacidad de adsorción 
empleando micropartículas de QE han sido reportada también por 
Gonçalves et al., (2005), donde destacó que el entrecruzamiento covalente 
es una  de las modificaciones que influye en mejorar las propiedades del 
quitosano, en el área biomédica también se ha mencionado la importancia 
del incremento de sus propiedades (Sánchez et al., 2007). La modificación 
del quitosano con glutaraldehído y su capacidad de adsorción ha tenido 
también éxito con otros aniones como Arseniato (As III) y Arsenito (V) 
donde la interacción electrostática y los enlaces hidrógeno son los 
principales mecanismos involucrados. 
 
Es preciso mencionar, que la utilidad de las micropartículas QE a diferentes 
cantidades con glutaraldehído reafirmaron su capacidad de  captura de 
ADN, considerando que el agente entrecruzante involucra la unión 
covalente de las unidades del quitosano formando redes porosas entre sí 
(Berger et al., 2004a), sin embargo, también en el sobrenadante se 
encontró también la presencia de ADN, por lo cual se analizó a mayor 
profundidad, si la influencia de la cantidad de glutaraldehído en la 
formulación de las micropartículas influye en la adsorción.  
 
Los resultados mostraron que pese a que no había diferencia estadística 
en la capacidad de captura del ADN entre los tres tipos de micropartículas 
de glutaraldehído; las micropartículas  QE al 1% con glutaraldehído no 
mostraron evidencia de ADN liberado en sobrenadante y la cantidad 
detectada de ADN fue mayor en comparación de los otros dos grupos, en 
ese sentido, se sugiere que a menor cantidad de agente entrecruzante 
permite una mayor captura de ADN.  
 
Resultados previos de esta investigación lograron  evidenciar mediante 
pruebas de adsorción que QE 1% adsorben en mayor cantidad el ADN en 
comparación al QE 5%. El proceso de esta adsorción se aproximó al 
modelo de isoterma de Freunlinch (Cconislla et al., 2016). 
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Asimismo, la capacidad de adsorción de las micropartículas de QE con 
glutaraldehído se ha reflejado también en la investigación de Mahaninia & 
Wilson (2017), donde se logró determinar mediante estudios cinéticos que 
la capacidad de adsorción de aniones fosfatos decrecen cuando se 
incrementa la cantidad de entrecruzante, por lo que se puede inferir que 
uno de los mecanismos de adsorción fue principalmente por difusión 
interpartículas, el mismo, que es influenciado por la cantidad del agente 
entrecruzante usado en la modificación del quitosano (Mahaninia & Wilson, 
2017), ello permite, sugerir que los grupos aminos que no intervienen en el 
entrecruzamiento son los que  permiten la interacción con el ADN, por ello, 
la relación es inversamente proporcional entre la cantidad de agente 
entrecruzante y ADN detectado. 
 
6.2.1. Factores para la formación de complejos quitosano – ADN 
 
Los ácidos nucleicos como el ADN y el ARN, son componentes 
biológicamente activos de una cadena principal y con carga negativa (Nash 
et al., 2017), la formación de los complejos entre el quitosano y ADN es el 
resultado de la interacción electrostática entre los grupos fosfato del ADN 
(carga negativa) y los grupos aminos (carga positiva) del quitosano 
(Jansson, 2010). 
 
Se ha observado que el pH es uno de los factores más influyentes en la 
adsorción y desorción de moléculas biológicas, drogas o aniones (Sato & 
Yoshio, 2001; Zhao et al., 2006), otro aspecto importante de mencionar es 
el valor de pKa de ~ 6.4 del quitosano, esto permite indicar, que a pH 
menores de este valor los grupos aminos del quitosano se protonan y 
logran una mayor unión con grupo fosfato del ADN (Mao et al., 2010; 
Alameh et al., 2012; Bravo-Anaya  et al., 2016), no obstante, los resultados 
indican que la mayor capacidad de adsorción del ADN tanto en medios 
artificiales y orina ocurre a un pH de 6.9, el cual es mayor al pKa del 
quitosano, estos resultados tienen relación a lo revelado por  Fukusihima 
en el 2005, que  afirma que la porosidad de los complejos quitosano - ADN 
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se reducen a pH cercano a 7, otorgándole  mayor estabilidad de unión del 
complejo  (Fukushima et al., 2005, Jahuira - Arias et al., 2016).  
 
A pesar de ello, los mecanismos de unión entre micropartículas de QE y 
ADN no están totalmente elucidados, no obstante, la investigación en ello 
continua y ha sido Pandit et al., (2015) quien trato de dilucidar por primera 
vez estos mecanismos, explicando lo que sucede entre micropartículas 
entrecruzadas de quitosano a pH por encima de su propio pKa, en este 
sentido, se postula que hay grupos aminos que parecen estar ionizados 
incluso a pH por encima del pKa del quitosano, por otro lado, el ADN podría 
ingresar a través de las estructuras nanoporosas  de este tipo de 
micropartículas e internándose en un microambiente de las micropartículas; 
precisamente Jansson (2010), afirma este posible mecanismo de adsorción 
del ADN desde la superficie de nanopartículas de quitosano a través de 
interacciones secundarias no electrostáticas como enlaces de hidrógeno 
(Jansson, 2010). 
 
Es preciso mencionar que recientes investigaciones evaluaron la influencia 
del pH en rangos de pKa del quitosano, demostrando por técnicas 
espectrométricas de imagen que el pH influye en los cambios morfológicos 
del  complejo quitosano - ADN, (Wang et al., 2015; Agudelo et al., 2016), 
sin afectar la interacción del complejo.  
 
Reciententemente, Bravo-Anaya ha revelado nuevas evidencias de los 
mecanismos de formación del complejo ADN-quitosano, donde se confirma 
que la unión es por mecanismos electrostáticos y son varios factores 
involucrados (MW,DA,pH) sin embargo, se mencionan tres factores 
importantes en cuanto a la estabilidad de este complejo: pH, relación de 
cargas del quitosano y ADN (N+/P) y concentración de sales (Bravo-Anaya 
et al., 2019). 
 
Los resultados del estudio, reafirman la capacidad de unión entre el 
quitosano y ADN a pH cercanos a 7, demostrando que se encuentran aún 
grupos aminos protonados y que la relación de cargas entre ambos (N+/P) 
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es óptima y permite la formación y estabilidad del complejo por factores 
electrostáticos. También se  puede sugerir que el ADN ingresa por difusión 
a la red formada por entrecruzamiento donde a mayor pH la porosidad de 
este entrecruzamiento es menor, haciendo más estable esta unión. 
  
Además, se ha determinado la cantidad de micropartículas de QE  al 1% 
como parámetro de evaluación en la adsorción de ADN, pese a que no hay 
muchos estudios que reportan la importancia de este parámetro, algunos 
indican que la cantidad de micropartículas y/o nanopartículas de quitosano 
influye directamente con la capacidad de adsorción (Shi Lu-E & Tang ZX, 
2009), sin embargo la cantidad que mostró mejores resultados en los 
ensayos en volumen de 1 mL fue de 6 mg/mL y en volumen igual a 10 mL 
fue de 1.5 mg/mL, estos resultados sugieren que a mayor volumen de 
muestra se requiere una menor cantidad de micropartículas, sin embargo 
un punto importante es el método de desorción el cual es evaluado 
posteriormente, es posible que a mayor cantidad de micropartículas en 
volúmenes mayores también exista unión con otros aniones  propios de la 
orina (cloruros, sulfatos, fosfatos), resultando complejos de quitosano-ADN 
más complejos,  estas uniones resultan ser igual de complejas en la 
desunión, por lo tanto no se llega a liberar el 100% de ellos, lo cual  es 
reflejado con la baja cantidad de ADN detectado. 
 
Acerca del tiempo de contacto necesario para la formación de estos  
complejos entre el quitosano y ADN, los resultados mostraron eficiencia de 
adsorción a partir de los 30 min (tiempo mínimo en el ensayo), otros 
investigadores han reportado que el tiempo de contacto es relativamente 
corto desde la interacción en algunos seg. hasta 10 min, logrando una gran 
capacidad de captura de ADN (Pandit et al., 2015;  Tiwari  et al., 2016) no 
obstante, también se observó que a partir de 20 min se determina la 
máxima capacidad de adsorción, permaneciendo constante (Tiwari et al., 
2016). La variable tiempo en el estudio no representó un factor significativo 
en la adsorción de ADN (p>0.05),  por esta razón, si el tiempo de contacto 
se incrementa la capacidad de captura de ADN no se incrementará debido 
a que como se ha mencionado el tiempo de formación del complejo 
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quitosano y ADN es relativamente corto y logra capturar todo el ADN en el 
mínimo tiempo,  así también, se estableció que 1 hora sea el tiempo de 
contacto, esto debido a que se presentó el menor valor de Cq (18.64). 
 
Si bien las micropartículas de QE al 1% demostraron eficiente capacidad 
de adsorción de ADN por diferentes mecanismos, ello ha dificultado la 
desorción del ADN, algunos han planteado la propiedad de pH 
dependiente, es decir, a mayor pH existe una desorción mayor de ADN 
(Tiwari et al., 2015), sin embargo los ensayos realizados no han llegado a 
esa conclusión, por ello el factor de la temperatura fue incluido como factor 
de ruptura de unión, sin embargo si solo se adiciona la temperatura como 
único factor no se observó efecto alguno (Pandit et al., 2015), por esta 
razón, adicionalmente al factor de temperatura a 95° C  se adicionó un 
tampón especifico (EDTA y SDS), el cual permitió esta desunión del 
complejo quitosano y ADN, por lo que podemos mencionar que el ADN se 
mantuvo estable bajo estas condiciones, esto ha sido corroborado por 
Karni et al., (2013) quien reportó que la degradación del ADN se presenta a 
temperaturas mayores de los 120 °C  (Karni  et al., 2013).  
 
Además, se ha reportado la posibilidad de que las micropartículas 
entrecruzadas con glutaraldehído al 1% permitan el ingreso de pequeñas 
cadena de ADN en su interior como mecanismo de interacción, protegiendo 
de esta forma el ADN (Pandit et al., 2015) al momento de la exposición a 
temperatura,  en cuanto a los tampones de desunión el EDTA con SDS al 
10% presento mejores resultados. Por un lado el EDTA es conocido como 
un agente quelante de complejos y/o cationes divalentes, su interacción 
con el Mg2+ en la reacción de PCR es conocida, más aún se encuentra en 
los buffer de elución de ADN, inhibe la actividad de nucleasas (Khosravinia 
& Ramesha, 2007) y durante el proceso de extracción el EDTA permite que 
el ADN quede protegido y libre de ARN y DNasas (El-Ashram et al., 2016). 
De otro lado, el SDS es un detergente surfactante aniónico y se ha 
reflejado que la estabilidad del complejo quitosano-ADN es afectada en 
presencia de SDS, una pequeña fracción del ADN se disocia (Bravo-Anaya 
et al., 2019). 
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Por lo tanto, se podría postular que la temperatura es uno de los factores 
principales de desorción del ADN y el SDS desestabiliza el complejo al  
afectar la relación de cargas (N+/P-), de esta forma, el ADN queda libre y 
expuesto, el mismo, sería fácil de degradar, sin embargo el ADN es 
protegido por el EDTA,  permitiendo cuantificar el ADN capturado en la 
plataforma de qPCR. 
 
Al identificar el protocolo de unión y desunión de las micropartículas de 
quitosano con el ADN en las condiciones óptimas, se determinó el límite de 
detección comparando los valores de amplificación del qPCR directo desde 
el ADN obtenido directamente de muestras de orina infectada con ADN 
plasmídico mediante técnicas convencionales versus el ADN obtenido de 
muestras de orina infectadas con ADN plasmídico usando las 
micropartículas de QE con glutaraldehído al 1%.  
 
Los resultados en cuanto al qPCR del ADN plasmídico (IAC), muestran que 
el límite de detección fue 101 copias/mL para ambos, el ADN plasmídico 
(IAC) ha sido usado ampliamente como control interno (Duffy et al., 2009; 
Duffy et al., 2013, Ramirez et al., 2015). Con estos resultados se puede 
afirmar que las micropartículas de QE con glutaraldehído al 1% permiten 
recuperar la totalidad de ADN del medio. 
 
En referencia al ADN de T. cruzi, su genoma es superior al de otros  
parásitos (100-200 x106 pb) y por sus cualidades de longitud y estabilidad 
de sus secuencias, diversas regiones nucleares y del kinetoplasto han sido 
utilizadas como blanco de amplificación. El ADN nuclear (satélite) y 
kinetiplastídico de T. cruzi (kADN) contiene varias secuencias repetitivas, 
ambas regiones han sido de utilidad en diferentes estudios (Piron et al, 
2007; Duffy et al., 2009; Qvarnstrom et al, 2012), permitiendo cuantificar la 
carga parasitaria. 
 
Algunas investigaciones indican que las secuencias diana dirigidas hacia el 
ADN satélite presentan un mejor rendimiento para el diagnóstico de 
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infección congénita de Chagas (Virreira et al., 2003), sin embargo, debido a 
que el Tr-DNA detectable son secuencias cortas, se evaluó el qPCR 
usando  las secuencias diana tanto del ADN satélite y kADN T. cruzi, 
ambas de diferente longitud. 
 
En cuanto al qPCR dirigido a la región satélite del parásito (C3), se 
evidenció la utilidad de las micropartículas de quitosano, el qPCR en orina 
puede detectar hasta 10 parásitos/mL y el qPCR usando las 
micropartículas de quitosano alcanza a  detectar hasta 0.1 parásitos/mL, 
algo similar sucede en el qPCR del kinetoplasto del parásito, se logró 
detectar en orina por métodos convencionales hasta 100 parásitos/mL, sin 
embargo usando las micropartículas de quitosano se logró detectar 0.1 
parásitos/mL. Ambos resultados evidenciaron la capacidad de adsorción y 
en consecuencia concentración del ADN usando las micropartículas de QE, 
es conocida la utilidad de la orina como un valioso fluido biológico con 
posibilidad de aislar ADN, sin embargo, su aplicación en el diagnóstico es 
aún limitada por la baja cantidad de material genético en ella, sin embargo 
este problema puede solucionarse si se logra obtener un método que 
permita concentrar ADN de grandes volúmenes de orina, esta solución 
podría ocurrir usando las micropartículas de quitosano. 
 
Adicionalmente, otra limitante del uso de la orina es debido a que los 
componentes propios de la orina, especialmente la urea a concentraciones 
≥ 50 mM actúan como inhibidores del PCR, usualmente en adultos la 
concentración de urea es de 330 mM, por ello, el uso de la orina como 
fuente de ADN es restringido (Rauter et al., 2005), pero como 
anteriormente se ha mencionado, el aislamiento de ADN en orina usando 
las micropartículas de QE al tener la capacidad de adsorción al ADN, 
evitaría el contacto directo con la urea y otros componentes en el proceso 
de extracción, es más el ADN liberado que es adsorbido por las 
micropartículas es conservado por los tampones que evitan la degradación 
del mismo, haciendo posible su amplificación por qPCR.  
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Cada día el interés por el uso del quitosano y su capacidad de adsorción de 
ADN se está evidenciado en diferentes publicaciones, uno de sus mayores 
campos de aplicación de importancia es la liberación dirigida de fármacos, 
sin embargo la aplicación de micropartículas de quitosano como método de 
aislamiento y detección de ADN en el campo del diagnóstico es aún 
reciente, por ello, los recientes estudios están cada día en aumento 
demostrando así una nueva futura aplicación, sin embargo los resultados 
que evidencian esta utilidad han sido logrados con la infección de ADN ya 
sea en medios artificiales (Pandit et al., 2015) o en fluidos con abundancia 
de material genético como la saliva que contiene células epiteliales (Tiwari 
et al., 2015)  o muestras sanguíneas (Nanayakkra et al., 2017), los 
resultados de este estudio han confirmado ello y adicionalmente hemos 
evidenciado la capacidad de concentración de ADN. 
 
6.3. Evaluación in vivo de la sensibilidad y especificidad del uso de 
micropartículas de quitosano modificadas para el diagnóstico 
molecular de Trypanosoma cruzi 
 
Finalmente con los resultados previos de la estandarización del método y  
las ventajas de usar las micropartículas QE 1%, el aspecto más importante 
de este estudio era evaluar su aplicación in vivo. Con el fin de conocer ello, 
se realizó la aplicación de estas micropartículas de QE modificadas en 
muestras no invasivas, como la orina, la presencia de ADN en orina y su 
utilidad como biomarcador de diferentes patógenos ha sido evidenciado 
anteriormente (Umansky & Tomei, 2006; Weerakoon y McManus, 2016). 
Sin embargo, en el proceso de la investigación no fue posible encontrar 
muestras de orina positivas a Chagas, recordemos que para que un 
paciente sea considerado como positivo se requiere de al menos dos 
pruebas diferentes que confirmen ello (WHO, 2010), además se requería 
volúmenes mayores a los 5 mL para evaluar tanto la capacidad de 
adsorción y concentración de las micropartículas de QE 1%. Para continuar 
con esta investigación se determinó su  aplicación en muestras de orina de 
animales infectados experimentalmente de un estudio anterior (), las cuales  
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son positivas a pruebas de parasitemia por microscopia directa y PCR, 
ambas pruebas a partir de sangre y/o coágulo. 
 
Grupos de investigación han reportado con éxito los modelos de infección 
experimental en diferentes animales, los cuales han evidenciado la 
presencia de ADN en orina mediante el uso de técnicas  de concentración 
previo a la extracción de ADN por métodos convencionales (Castro-
Sesquen  et al., 2011; Castro – Sesquen et al., 2013; Yauri  et al., 2016). 
Con esta evidencia, se continuó el estudio con muestras de orina 
provenientes de animales infectados y no infectados, todos ellos contaban 
con los resultados de laboratorio y fueron clasificados como casos y 
controles, además tenían como mínimo volumen de orina entre 8 y 10 mL a 
pH 6 – 6.9. 
 
Los resultados demostraron que la metodología aplicada tienen valores de 
sensibilidad entre 25 % a 71 % , esto varía de acuerdo a la secuencia diana 
y/o región del qPCR, la especificidad  para ambas secuencias fue del 
100%. 
 
Estos resultados confirman que la utilidad de este innovador método, pese 
que se ha reportado en modelos animales que la detección de ADN en 
orina siempre ha sido menor en comparación a las muestras de sangre; se 
han evaluado diferentes métodos y/o técnicas costosas como la 
ultrafiltración, la cual  permitió concentrar la orina hasta 80 veces y detectar 
la presencia de ADN del parásito T. cruzi entre 20% a 45 % (Castro – 
Sesquen et al., 2013; Yauri et al., 2016), los resultados de este estudio 
mostraron valores mayores a los reportados.  
 
Es más, los resultados del análisis adicional de acuerdo al tiempo de 
infección se observó que los valores de sensibilidad son mayores a los 14 
días post infección (dpi) en comparación a los 45 días post infección. Estos 
resultados están relacionados de acuerdo a lo reportado en las curvas de 
parasitemia, donde se ha reportado que el pico más alto de parasitemia es 
entre 15 – 20 dpi (Castro-Sesquen et al., 2011; Yauri et al., 2016), ello 
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explica los valores de mayor sensibilidad tanto en el qPCR dirigido a la 
región satélite y kinetoplasto del ADN del parásito, sin embargo, pese a que 
los 45 dpi la parasitemia es mucho menor, aún se evidencio diferencia en 
los valores de sensibilidad de acuerdo a la región dirigida del qPCR, por un 
lado nos muestra que la sensibilidad de la prueba usando las secuencias 
dirigidas a la región satélite alcanza escasamente de 7%, sin embargo, la 
sensibilidad se incrementó a 64% usando secuencias dirigidos a la región 
del kinetoplasto, estos resultados hallados pueden explicarse debido a la 
diferencia del tamaño del fragmento de cada región del qPCR, la región del 
ADN satélite presenta un tamaño de 166 pb y la región del kinetoplasto 
presenta un tamaño de 118 pb, se había sugerido anteriormente que una 
de los factores  que limitan el uso de la orina como método de diagnóstico 
molecular es el tamaño del amplicón usado en el PCR (Umansky & Tomei, 
2006; Melkonyan et al., 2008), el ADN que se encuentra en orina tiene que 
pasar la barrera renal por lo tanto, se sugiere que los fragmentos más 
pequeños son más detectables en orina.  
 
Ambas secuencias han sido ampliamente aplicados en qPCR para la 
detección de ADN de T.cruzi (Duffy et al., 2000; Schijman et al., 2011; 
Qvarnstrom et al., 2012, Duffy et al., 2013) también se ha reportado que el 
ADN del kinetoplasto representa entre un 20-30% del ADN total del 
parásito, en ensayos que el PCR es dirigido al kinetoplasto del ADN 
presenta múltiples copias del genoma del parásito, esto aumenta la 
sensibilidad de detección (Gonzalez et al., 1984; Schijman et al., 2011; 
Qvarnstrom et al., 2012). 
 
Considerando, que el diagnóstico actual de la enfermedad de Chagas 
congénito presenta restricciones biológicas y operativas, los recién nacidos 
de madres positivas a Chagas son asintomáticos o tienen signos 
inespecíficos, se realiza la detección parasitológica directa, sin embargo, 
ello solo detecta menos del 50% de las infecciones y logra detectar ∼40–50 
parásitos/mL, posteriormente en los próximos meses se realiza el 
seguimiento con métodos serológicos, pero la no participación supera el 
80% en regiones endémicas, por ello, las técnicas moleculares han surgido 
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como una prueba prometedora y altamente sensible, no obstante, se 
requieren múltiples muestras para maximizar la sensibilidad, ocasionando 
la poca participación (Messenger & Bern, 2018). 
 
 
El uso de las micropartículas QE 1%  al concentrar el ADN contenido en la 
orina de los animales ha permitido cuantificar hasta  0.1 parásitos/mL, por 
ende, su aplicación en muestras de orina en el caso de Chagas congénito 
sería sumamente útil, siendo un método altamente sensible, de este modo 
se iniciaría el tratamiento oportuno y eficaz, evitando así, la propagación de 
la enfermedad. 
 
Este innovador método también tiene potencial para futuros estudios como 
el monitoreo del tratamiento. 
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VII. CONCLUSIONES 
 
7.1. Se reporta por primera vez el desarrollo de micropartículas modificadas de 
quitosano para el diagnóstico molecular de la enfermedad de Chagas en 
muestras de orina, logrando la síntesis y caracterización de 15 diferentes 
micropartículas con diferentes modificaciones basadas en quitosano. 
 
7.2. El análisis in vitro de la adsorción-desorción del ADN usando 
micropartículas modificadas en base a quitosano determinó que las 
micropartículas entrecruzadas con glutaraldehído al 1% lograron la mayor 
capacidad de capturar y concentrar ADN plasmídico y ADN de 
Trypanosoma cruzi, empleando las condiciones óptimas de: 6. 9 de pH, 
concentración de 3mg/mL, tiempo de contacto 60 min, método de 
desorción mediante EDTA y SDS. 
 
7.3. Se incrementó de forma eficaz la detección del ADN de origen plasmídico 
usando micropartículas QE con glutaraldehído al 1%,  lográndose detectar 
hasta 101 copias/mL  de ADN plasmídico (IAC) y 0.1 parásitos/mL de ADN 
de T. cruzi en orina. 
 
7.4. Los resultados in vivo empleando micropartículas entrecruzadas con 
glutaraldehído al 1%  mostraron la relación entre los valores de sensibilidad 
y los días post infección (dpi);  en el  grupo de 14 dpi usando la secuencia 
de la región satélite (C3) presentó el 42% de sensibilidad y usando la 
región del kinetoplasto (71P) se incrementó al 78%; el grupo de 45 dpi 
usando la secuencia de la región satélite (C3) presentó 7% y usando la 
región del kinetoplasto (71P)  alcanzó el 64 %. Resultando altamente 
específico para ambas regiones del ADN satélite (C3) y ADN kinetoplasto 
(71P) con valores del 100%. 
 
7.5. La elección de la secuencia usada en el qPCR “blanco de amplificación” es 
un factor importante para desarrollar un qPCR altamente sensible y 
específico usando la secuencia de ADN del kinetoplasto (71P) de 118 pb, 
en comparación al ADN satélite (C3) de 166 bp. 
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VIII. RECOMENDACIONES 
 
8.1. Evaluar si la capacidad de adsorción y concentración de las micropartículas 
de QE al 1% es reproducible en muestras de orina con volúmenes mayores  
de 10 mL a 50 mL con la metodología aplicada en esta investigación. 
 
8.2. Considerar el uso de un control interno para evaluar la calidad del ADN 
extraído al aplicar las micropartículas de QE al 1% en el diagnóstico de 
muestras de orina. 
 
8.3. Diseñar nuevos cebadores de T. cruzi que amplifiquen secuencias de 
fragmentos menores a 100 pb para el uso de micropartículas de quitosano 
entrecruzadas al 1% y evaluar si la sensibilidad se incrementa.  
 
8.4. Implementar y mejorar el método de desorción del complejo quitosano y 
ADN, la magnetización de micropartículas es una alternativa, esto haría 
que la prueba se desarrolle en tiempos menores al propuesto en esta 
investigación. 
 
8.5. Realizar estudios empleando la técnica en muestras clínicas de orina de 
diferentes grupos de pacientes con Chagas y demostrar su eficiencia. Ej: 
Chagas congénito, esta prueba podría aplicarse en recién nacidos cuyas 
madres  son reactivas a la enfermedad de Chagas usando bolsas 
colectoras para las muestras de orina, de esta forma se evitaría la toma de 
muestra sanguínea de recién nacidos y por ende el rechazo de los 
familiares; la técnica podría implementarse también para adecuada 
monitorización de los pacientes, así como el oportuno y eficaz tratamiento 
de pacientes con Chagas  empleando muestras de orina. 
 
8.6. Probar la utilidad de esta prueba de captura y concentración de ADN en 
orina desarrollada para T.cruzi en otros agentes infecciosos de 
enfermedades a partir de muestras de orina. 
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X. ANEXOS 
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Anexo 1: Ficha Técnica del Quitosano de mediano peso molecular 
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Anexo 2:  
PROTOCOLO ESTANDARIZADO  
 
1. Pesar 3 mg de quitosano entrecruzado al 1% (QE1%). 
2. Descongelar las muestras de orina y ajustar el pH a 6.9 empleando un 
ácido o base fuerte.  
3. Transferir 1 mL de la orina antes tratado a tubos de 2 mL e infectarla con 
50 ng de plásmido. 
4. Agregar las micropartículas anteriormente pesadas a cada tubo. 
5. Homogenizar a temperatura ambiente en rotación de 350 ° a 50 rpm por 
una hora. 
6. Transcurrido el tiempo, llevar a centrifugar a máxima velocidad por 30 
minutos. 
7. Transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL. Adicionar 300 ul en 
tampón EDTA 0. 5 M (pH 8) - SDS 10 % al pellet de micropartículas en el 
fondo del tubo. 
8. Homogenizar vigorosamente y colocar en un baño seco a 100°C por 30 
minutos. 
9. Transcurridos los 30 minutos, agregar 500 ul de fenol: cloroformo: alcohol 
isoamílico (25:24:1), homogenizar en vórtex y centrifugar a 16 000 g (13 
000 rpm) por 5 minutos. 
10. Transferir 400 ul de la fase superior un tubo nuevo y agregar 400 µl de 
cloroformo: isoamílico (24:1), homogenizar manualmente y centrifugar a 16 
000 g (13000 rpm) por 5 minutos. 
11. Transferir 300 ul de la fase superior a un tubo de 1.5 mL conteniendo 30 μl 
de acetato de sodio (3M) y 1 mL de etanol absoluto. 
12. Agitar manualmente cada tubo y llevar a - 70 °C durante 1 hora.   
13. Centrifugar  a 16 000 g (13000 rpm) por 30 minutos. 
14. Descartar el sobrenadante. Lavar el pellet 2 veces con 1.0 mL de etanol al 
70%, centrifugar a 16 000 g (13 000 rpm) por 5 minutos para cada lavado. 
15. Resuspender el ADN con 100 μl  de tampón AE (Qiagen, Alemania). 
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Anexo 3: Fotografías de la investigación 
 
 
Preparación de microparticulas de quitosano entrcrecruzado con glutaldehido al 1% 
(QE1%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Quitosano de mediano peso   
                  molecular (gr). 
 
 
Figura 29. Disolución del 
quitosano en Ac. acético.  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   Figura 30. Entrecruzamiento de las   
     micropartículas con glutaraldehído  Figura 31. Micropartículas de QE 1%
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Figura 32. Pesaje de las micropartículas    Figura 33. Homogenización de      
las muestras de orina  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34. Muestras en el homogeneizador 
      
Figura 35. Adición del ADN extraído      
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Figura 36. Placa de PCR en  
        microcentrífuga.                                                              
Figura 37. Placa de PCR en 
termociclador de tiempo real.
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Anexo 4: Número de casos de la Enfermedad de Chagas-Perú. 
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XII. PRODUCCIÓN CIENTIFICA 
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